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Beitrag zur Frage der kindlichen Kreatinurie und ihrer 
Abhingigkeit von der Schilddriise. 


Von 


Alexander Palladin und Elene Ssawron. 


(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut in Charkow.) 


(Eingegangen am 27. September 1927.) 
gegang 7 


Es ist heute bekannt, daB bei erwachsenen Tieren und Menschen 
bei kreatinfreier Nahrung im Urin bloB Kreatinin enthalten ist; das 
\uftreten von Kreatin im Harn ist aber stets auf irgendwelche patho- 
ogische Ursachen zuriickzufiihren, die die Prozesse der Kreatinbildung 
iiber die Grenzen der Norm hinausfiihren, oder aber auf die Anwesenheit 
von Kreatin in der Nahrung. 

Anders verhalt es sich mit noch im Wachstum begriffenen Tieren. 
Bei ihnen wird bis zu einem gewissen Alter neben dem Kreatinin stets 
auch Kreatin endogener Herkunft ausgeschieden, d. h. bei ihnen besteht 
eine physiologische ,,kindliche’* Kreatinurie ungeachtet des voll- 
kommenen Mangels von Kreatin in der Nahrung. 


Man kam nicht auf einmal zu der Erkenntnis, daB das Kreatin ein 
normaler Bestandteil des Harns junger Tiere und Kinder ist. Noch vor 
nicht langem meinten einige Autoren, daB die Kreatinurie bei Kindern 
stets auf irgendwelche pathologische Ursachen zuriickgefiihrt werden miisse. 

Auf eine bestandige Ausscheidung von Kreatin bei Saéuglingen und 
alteren Kindern wiesen Rietschel, Amberg und Morril, Funaro, Sedqwick, 
van Hoogenhuyze und Doerchatt und Rose hin. Einige dieser Angaben 
wurden mit der alten Methodik erhalten, in anderen Untersuchungen 
dagegen, z. B. in denen von Rose, war der Charakter der Nahrung der 
Kinder unbekannt, was ihre Beweiskraft natiirlich herabsetzte. Mc.Crudden 
und Wolf bemiihten sich auch, die Resultate der Untersuchungen von Rose 
durch die Anwesenheit von Kreatin in der Nahrung der Kinder zu erklaren, 
indem sie zusammen mit Schwarz der Meinung waren, daB bei gesunden 
Kindern im Alter von 1 bis 15 Jahren nur Kreatinin zur Ausscheidung kame. 

Sorgfaltige Untersuchungen in betreff dieser Frage wurden spiater 
von Folin und Denis angestellt, und sie kamen zu dem Schlusse, daB der 
Harn von Kindern Kreatin auch in dem Falle enthalt, wenn sie mit kreatin 
treier Nahrung ernahrt werden. 

Zu dem gleichen Resultat gelangte auch Arause, welcher fand, dali 
die physiologische Kreatinurie bei Knaben bis zu 5 bis 6 Jahren und bei 
Madchen langer dauerte. Analoge Resultate erhielten auch Powis und 
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Raper. Nach diesen Arbeiten konnte man das Vorkommen einer physiol 
schen, endogenen Kreatinurie bei Kindern vor dem 5. und 6. Jahre als 
festgestellt betrachten. 

Weniger Untersuchungen liegen hinsichtlich der Tiere vor. Clos 
fand, daB junge Hunde und Katzen Kreatin auch bei kreatinfreier Nahrung 
ausscheiden. Mc Collum und Steenbock zeigten, daB im Harn von Ferk 
auch bei kreatinfreier Nahrung Kreatin vorkommen kénne. Dass: 
fand auch eine von uns (2. Ssawron'), 

Mit Riicksicht auf die geringe Anzahl der Versuche, welche dir 
Kreatinausscheidung bei jungen Tieren feststellen, unternahmen wir 
es, die Ausscheidung des Kreatins bei jungen Meerschweinchen und 
weiBen Ratten zu untersuchen?. 


I. Versuche mit jungen Meerschweinchen und weifen Ratten. 

Fiir die Versuche mit Meerschweinchen wurden erwachsene, 
12 Monate alte Tiere und junge (noch nicht ausgewachsene), eines 
Alters von 1 bis 8 Monaten, genommen. Sowohl die jungen wie dic 
erwachsenen Meerschweinchen wurden mit Brot und Heu gefiittert 
der Harn wurde auf den Gehalt an Gesamtstickstoff, Kreatin und 
Kreatinin untersucht. 

In den Tabellen I und II sind beispielshalber je ein Versuchs 
protokoll fiir erwachsene und junge Tiere angefiihrt. Wie aus den 
Tabellen zu ersehen ist, erfolgt der Kreatinstoffwechsel bei ihnen nicht 
gleichartig. Im Harn der erwachsenen Meerschweinchen findet sich 
bloB Kreatinin (Tabelle 1); im Harn der jungen Meerschweinchen 
tritt neben dem Kreatinin stets auch Kreatin in verschiedenen, mit 
unter recht geringen Mengen auf (Tabelle I). 


Tabelle I. 








Gesamt«N Kreatinin»sN Kreatin-N 
Versuchstag 
& & 2 
1. 0.1135 0.0041 
2. 0,1943 0,9BL 
3. 0,1285 0.9051 
4. 0.1165 0,948 
D. 0,1962 0,0056 
6. 0,1463 0.6049 
7. 0.1315 j 0,0036 


- 


' KE. Ssawron, Pfliigers Arch. 1927, 

2 Diese Untersuchungen iiber die Ausscheidung von Kreatin bei jungen 
Meerschweinchen und weiBen Ratten wurden von einem von uns (A. Palladin) 
unter der Mithilfe von FE. Sajanskaja und A. Riskalischuk unternommen 
und schon in russischer Sprache veréffentlicht, blieben aber im Aus 
lande vollkommen unbekannt. Infolgedessen hielten wir ihre kurze Ver 
éffentlichung zusammen mit dieser Arbeit (Uber die Abhangigkeit de: 
kindlichen Kreatinurie von der Schilddriise) fiir nicht iiberfliissig. 











di 
Wi 


und 


ch 





Kindliche Kreatinurie usw. 3 


Tabelle Il. 





: Gesamt-N Kreatinin«N Kreatin«N 
Versuchstag 
~ & & 
1. 0.0833 O.OOLS 0.0007 
2. 0.9663 0.0011 0.0010 
3. O.1991 0.0012 O.0018 
4 0.0943 OOO] OOOL7 


Beim Vergleich der Kreatininkoeffizienten erwachsener und junger 
Meerschweinchen finden wir, daB er bei den letzteren gréBer ist (siehe 
labelle IIT). Bei den jungen Tieren betraigt er 9,6 und bei den erwachsenen 
7,2 bis 8,3 mg. Ebenso kommt bei den jungen Tieren pro Kilogramm 
Kérpergewicht mehr an Gesamtstickstoff zur Ausscheidung als bei den 
erwachsenen. 


Tabelle I1l. 





Stickstoff (in mg) pro kg Koérpergewicht 


Gewicht 
der Meerschweinchen Sie Keestinin + Keeatin 
g pesnmt (Kreatininkoetfizient) 
| 290 228.6 9,6 
Junge 251 352,0 9.6 
| 993 330.9 9,7 ; 
{ 511 176.5 7.2 
Krwachsene - “+ 514 192.6 7.9 
\ 542 209.1 8.3 


In den Versuchen mit weiBen Ratten befanden sich die erwachsenen 
Tiere in einem Alter von 10 bis 24 Monaten, die jungen in einem Alter 
von 1 bis 4 bis 5 Monaten. Diese wie jene bekamen kreatinfreie Nahrung, 
die aus Brot, Kase und Fett bestand. In den Tabellen IV und V sind zwei 
Versuchsprotokolle mit erwachsenen Tieren, in der Tabelle VI das 
Protokoll eines Versuches mit einem jungen Tiere wiedergegeben. 


Tabelle IV. 








Gesamt«N Kreatinin«N Kreatin«eN 
Versuchstag 
z R 8 
1. 0.144 0.0 ?8 
2 0.133 0.0039 5 
3. 0.156 0.0020 
Tabe lle V. 
Gesamt-N KreatinineN KreatineN 
Versuchstag 
& s z 
1. 0,093 0.0025 
2. 0,085 0.0019 _ 
8. 0.104 0.0028 
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Tabelle V1. 





Gesamt-N KreatinineN Kreatin-N 


Versuchstag 
~ ~ ~ 


0.074 0.0098 0.0009 
0,964 0.0009 0.0007 
0.078 0.0009 0.0012 
0.073 0.0013 0.0005 


Wie aus den Tabellen zu ersehen ist, ist im Harn der erwachsencn 
weiBen Ratten nur Kreatinin enthalten, wahrend im Harn der noch 
im Wachstum begriffenen Tiere stets auch Kreatin auftritt. 


Der Kreatinstoffwechsel erwachsener weiSer Ratten wurde auc! 
von Hataj und Folin und Morris untersucht. Unsere Resultate stimmen 
nicht mit den Angaben von Folin und Morris in dem Punkte iiberein, a 
dem sie behaupten, daB im Harn weiBer Ratten stets (always) Kreatin in 
nicht groBer Menge vorkommt. Bei uns schieden die erwachsenen Ratte: 
bei kreatinfreier Nahrung nur Kreatinin aus. Anders verhalt es sich, wenn 
die Ratten mit Fleisch gefiittert werden. Beigabe von Fleisch zur Nahrung 
ruft, wie aus der Tabelle VII zu ersehen ist, augenblicklich Auftreten 
von Kreatin im Harne hervor und vergr6éBert die Ausscheidung vo 
Kreatinin, d. h. das im Fleische enthaltene Kreatin verwandelt sich zum 
Teil in Kreatinin (wodurch die normale Kreatininausscheidung vermelhrt 
wird), zum Teil wird es direkt als exogenes Kreatin ausgeschieden. 


Tabelle VII. 





Durchschnittlich pro Tag 


Kreatinin Kreatin Futter 


0.0064 kreatinfrei 
| mit Fleisch 
0.0085 0,0104 (enthalt pro Tag 
| 0,02 g Kreatin) 


Auf diese Weise scheidet sich bei kreatinfreier Nahrung Kreatin blot 
bei jungen weiBen Ratten aus. 


Wie aus der Tabelle VIII zu ersehen ist, ist der Kreatininkoeffizient 
bei jungen weiBen Ratten ebenso wie bei den jungen’ Meerschweinchen 
vréBer als bei erwachsenen Tieren. 


Tabelle VIII. 





eins Kreatininkoetfizient 
Gewicht der Ratten (Kreatin + Kreatinin-N 
eg in mg pro Kérperkilo) 


206 2.6 
184 13,0 


Junge --: -: . 120 


Erwachsene 
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In Zusammenfassung dieser Versuche miissen wir sagen, daB bei 
jumgen (noch wachsenden) Meerschweinchen und weiben Ratten bei 
kreatinfreier Nahrung neben dem Kreatinin im Harne stets auch Kreatin 
enthalten ist. 


ll. Versuche mit normalen und thyreoidektomierten jungen Hunden. 
Was ist nun die Ursache der obenbeschriebenen Kreatinurie der 
Kinder ¢ 


Krause meint, da®B die Kreatinausscheidung bei Kindern durch die 
im Verhaltnis zu den Erwachsenen) gréBere Intensitat der Prozesse von 
Kreatinbildung in den Muskeln veranlaBt ist, wahrend die Prozesse der 
weiteren Umwandlung in Kreatinin nicht erhéht sind. Die eben geschilderten 
Versuche mit Meerschweinchen und weiBen Ratten weisen ebenfalls daraut 
hin, daB der Kreatinstoffwechsel bei wachsenden Tieren im Verhaltnis zu 
dem der erwachsenen gréBer ist. 

Folin und Denis erklaren die Kreatinurie bei Kindern durch eine 
exclusively high level of protein consumption (in proportion to mass of 
muscle in the body)". 

Wovon kann nun diese groBe Intensitat der Kreatinstoffwechsel- 
prozesse bei jungen Tieren abhingen? Wir wissen, in welcher Ab- 
hingigkeit von der Schilddriise sich die Stickstoffwechselprozesse 
befinden. Spielt nicht sie vielleicht beim Zustandekommen der kind- 
lichen Kreatinurie eine Rolle? Einer solchen Ansicht begegnen wir 
in der Literatur. 


DaB die Hormone der Schilddriise auf den Kreatinstoffwechsel ein- 
wirken kénnen, ist durch die Versuche von Krause und Cramer festgestellt. 
Sie untersuchten den EinfluB der Schilddriisenhormone auf die Kreatin- 
ausscheidung auf dem Wege der Verabreichung von Schafsschilddriisen an 
Menschen und Hunde per os und fanden, daB hierbei im Harn stets Kreatin 
auftrat, dessen Menge die mit der Driise aufgenommene um betrichtliches 
iibertraf. Mit anderen Worten, seine Versuche zeigten, daB die Einfiihrung 
von Hormonen der Schilddriise die Prozesse der Kreatinbildung verstarken 
und das Auftreten von Kreatin im Harn verursachen, und da in gleicher 
Weise auch die Hyperfunktion der Schilddriise auf den Kreatinstoffwechsel 
von EinfluB sein miisse. Und in der Tat findet sich bei der Basedowschen 
Krankheit im Urin Kreatin auch bei dessen Abwesenheit in der Nahrung. 

Yseke, welcher sich mit Beobachtungen iiber kindliehe Kreatinurie 
beschaftigte, fand, daB sie bei myxddematésen Kindern fehlt, d.h. bei 
Kindern mit einer Hypofunktion der Sch lddriise. 

Auf Grund dieses sprach Yseke die Vermutung aus, da die kindliche 
Kreatinurie mit der Schilddriisenfunktion in Zusammenhang zu bringen sei. 


Auf die Angaben von Krause und Yseke sich stiitzend, untersuchte 
Babitschejf den EinfluB der Thyreoidektomie auf die Kreatinurie bei Hunden 
und kam zu dem Resultat, daB nach der Exstirpation der Schilddriise 
die Kreatinurie bei jungen Hunden verschwinde. 

Bei aufmerksamer Durchsicht der Protokolle Babitsche/js kann man 
sehen, daB einige Zeit nach der Exstirpation der Schilddriise Kreatin von 
neuem im Harn auitritt; Babitsche/f erklart dies mit der Unterernahrung 
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der jungen Hunde in dieser Periode. Allzu iiberzeugend wirkt dies ay 
pen Leser nicht ein, besonders weil die Beobachtungen bald darauf « 
gestellt werden. 

Mit Riicksicht auf das groBe Interesse, das die Aufklirung de. 
Mechanismus der kindlichen Kreatinurie vorstellt, und mit Riicksich 
auf die Unzulinglichkeit des experimentellen Materials _ beziiglic) 
dieser Frage beschlossen wir, den Gedanken eines méglichen Zusamme1 
hanges zwischen kindlicher Kreatinurie und Schilddriisenfunktion 
einer neuen experimentellen Priifung zu unterzichen. Zu diesem Zwec} 
beschlossen wir, den Einflu8 der Thyreoidektomie auf die Kreatin 
ausscheidung junger Tiere in seinen Einzelheiten zu untersuchen 

Als Versuchsobjekte dienten uns junge Hunde im Alter von | 
bis 1! Monaten. 

Im Verlauf der ganzen Untersuchungszeit befanden sie sich in b+ 
sonderen Kafigen fiir Stoffwechselversuche. Der Urin wurde alle 2 Tag 
zur Untersuchung genommen (er wurde mit Thymol konserviert) und in 
ihm der Gesamtstickstoffgehalt nach der Methode von Folin-Gulick und 
der Kreatinin- und Kreatingehalt nach Folin-Morris bestimmt. Die Nahrung 
der Tiere bestand in Milch und Wei®brot. Im ganzen kamen 13 Hiindchen 
zur Beobachtung. Von ihnen wurden acht thyreoidektomiert, fiinf dienten 
zur Kontrolle. Hierbei wurden zur Kontrolle stets junge Tiere desselben 
Wurfes genommen, von dem auch andere zur Operation kamen. 


In erster Linie stellten wir fest, daB bei den Hunden im Alter 
von | bis 14% Monaten und Alteren, bis zu 4 Monaten, bei kreatinfreier 


Nahrung neben dem Kreatinin stets auch Kreatin zur Ausscheidung 
kam. Als Beweis hierfiir kénnen die Protokolle der Kontrolltiere (die 
nicht operiert wurden) dienen, die in den Tabellen IX und X gebracht 


sind. 
Tabelle 1X. Hund Nr. 2, Q. Alter 2 Monate. 





Gebalt der Harnmenge von zwei Tagen an 


Datu Ko sewieht ; . : : a0 Kreatinin 
ais Gesamt-«N KreatininsN Kreatin-N + KreatineN 
: des Gesamt-N 


1924 & ~ 


I. 2.17: 0,0245 0,0219 

Il. ,786 0,0189 0.0223 

Il. 2, 0,0178 0,0139 

Il. 818 0.9231 0,0141 

Il. 2.325 0.0197 0.0100 

Il 6 0.0231 0.0093 

Il. 92: 0.0178 0.0108 

Il. 2, 0,0238 0.0134 

Il. 2,272 0,0241 0,048 

29. Il. 3,125 0.0286 0.0963 
2. Il. 2,75) 0.0324 0.0186 
. 1. 25 3,72! 0.0846 0,0290 
>. TT. 3,02! 0.0387 0.0275 
Ill. 2 75 0.0290 0.0216 
Ill 3.26: 0.0372 0.0231 
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Tabelle X. 
Hund Nr. 13 desselben Wurfes wie Nr. 12. Alter 14 Monate. 
Gehalt der Harnmenge von zwei Tayen an 
) € * , i Kreatinin 
cones Kéepeagowicht Gesamt«-N Kreatinin«N Kreatin-N + Kreatin«N 
| des Gesamt-N 
1925/26 8 8 8 8 * 
10. XI. 1200 0,525 0,009 0,001 1.90 
a 1180 0,851 0,012 0,001 1,52 
9. I. 1350 1,666 0.018 0,009 1.62 
17. LL. 1650 2.000 0.030 0,06 1,80 
21. I 1850 1,176 0,017 0,016 2,79 
29. I 1800 1.538 0.025 0,005 1.94 


Bei den zur Operation bestimmten Tieren wurde vorerst die Norm 
der Ausscheidung von Kreatinin, Kreatin und Gesamtstickstoff festgestellt, 
und erst dann wurde die Schilddriise exstirpiert und wenigstens zwei Neben- 
schilddriisen stehengelassen; bei einem gelang es drei Nebenschilddriisen, 
bei zweien vier zu erhalten; nach Beendigung der Versuche wurden die 
Tiere getétet und wurde durch Sektion die Abwesenheit der Schilddriise 
und die Unversehrtheit der Epithelkérperchen festgestellt. 


In den Tabellen XI bis XIV sind die Protokolle von vier thyreoid- 
ektomierten jungen Hunden und in den Tabellen 1X bis X die Proto- 
kolle von zwei Versuchen mit Kontrolltieren wiedergegeben. 


Tabelle XI. 
Hund Nr. 1, 2, desselben Wurfes wie Nr. 2. Alter 2 Monate. 





Gehalt der Harnmenge von zwei Tagen an 


Datum Kérpere ’ : Kreatinin- 
gew.cht Gesamt-N KreatininsN Kreatin-N + Kreatin-N 
des Gesamt-N 

1924 g 8 4 e %lo 

9. IL 1350 2.631 0,0193 0,060 0,96 10. IT. 
13. IL. 1370 1,851 0.0137 0,080 0,99 Thyreoid- 
15. IL. 1490 1,786 0.0312 0,0026 1,83 ektomie 
= 1535 2,000 0,0152 0,9033 0,92 
19. IL. 1560 1,421 0,0204 0,007 1,48 
_ 1595 1,786 0,0182 -- 1,02 
25. I. 1790 2,272 0,0197 0,089 1,26 
27. II. 1925 2,272 0.0245 0,0126 1,63 
29. II. 2162 2841 0 0275 0.0074 1,23 

2. III. 2240 2.579 0.0331 0.0115 1,73 

4. TI. 230) 2.954 0.03846 0,0153 1,69 

6. U1. 2442 2.678 0,9872 0.0123 1,84 

8. IIL. 2412 2 822 0.0361 0,0216 2.04 
10. III. 2395 2.586 0.0872 0,9156 2.04 
12. III. 2455 2,916 0,9405 0,0269 2.34 
14. Il 2450 2,016 0.0182 0.0141 1,85 
16. IT. 2492 2.822 0.0383 0.0145 1,87 
18. ITI. 2543 4,605 0,0767 0.0175 2.94 
20. IIT. 2573 2.767 0,0413 0,0042 1,64 
22. ITI. 2573 2.717 0,0454 06,0093 2.01 
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24. LT. 2725 2.976 0.0454 0.0074 1,77 
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Tabelle XII. 
Hund Nr. 6, co. Alter 1 Monat. 





Gehalt der Harnmenge von zwei Tagen an 


Datum KOrper- Kreatinin 


gewicht Gesamt-«N Kreatinin-N| KreatinN + KreatinsN 
des Gesamt-N 


1925 sg 8 8 2s 


27. IX. 900 1,136 0.014 0,006 1,75 27. IX 
29. IX. 850 1.470 0.015 0.901 1.09 Thyreoid- 
900 1,923 0,015 0,002 0.88 ektom i: 
1009 1,724 0.015 0,092 0.98 
950 1,724 0.017 0,002 1,10 
1050 1 0.013 0.78 
1159 0,020 - 1,12 
1250 0,022 0,001 1,24 
1250 0,021 0,004 1,35 
1300 0,932 0.004 1,36 
1309 0,025 0.004 1.11 
1400 0.025 0,012 - 


Tabelle XIII. 
Hund Nr. 11, co. Alter 2 Monate. 





Gehalt der Harnmenge von zwei Tagen an 


Korper- Kreatinin 

gewicht Gesamt-N Kreatinin-N; Kreatin-N + Kreatin-N 
des Gesamt«N 

1925/26 rt 8 8 8 "lo 


Datum 


. XI. 2200 1,250 0,030 0,075 8,40 21. XI 

2. XI. 2150 1,389 0,029 0,045 5.32 Thyreoid- 

. aoe 1800 1.666 0,027 0,015 2,52 ektomie 
26. XII. 2000 1,250 0.025 0,001 2.08 
28. XII. 2000 1,111 0,023 0,004 2.43 
Bi 2009 1.666 0,032 0,001 2.00 
I. 2000 1,739 0,030 0,003 1.89 
2000 1,481 0.026 0.005 2.09 
2000 1,659 0,035 2.11 
2000 2.119 0.034  : 0.003 1.84 
1850 3,125 0,031 0,004 1,12 
1850 2.500 0,032 0,003 1,40 
2250 4.546 0,037 0,016 1,16 
2400 3.571 0,038 0,003 1,15 
2450 2.631 0.039 0,006 1.71 
2700 3,472 0,049 0.018 1.93 


Wie aus der Tabelle XI zu ersehen ist, begann die Kreatinausscheiduny 
nach der Operation sich zu vermindern und stellte sich am zehnten Tag: 
ganz ein, um am 14. Tage von neuem aufzutreten und weiterhin, solang 
das Tier im Versuche stand, nicht mehr aus dem Harn zu verschwinder 
(die Kreatinausscheidung war nicht unbetrachtlich). Der Versuch zeigt: 
somit, daB die Exstirpation der Schilddriise, die stets von einer Heralb 
setzung des Stickstoffwechsels begleitet ist, eine nur kurzdauernde, | bis 
2 Tage anhaltende Unterbrechung der Kreatinurie hervorrief, sie abe! 
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Tabelle XIV. 
Hund Nr. 12 desselben Wurfes wie Nr. 13 (Tabelle X). Alter 145 Monate. 





Gehalt der Harnmenge von zwei Tagen an 


aeons souks Gesamt-N Kreatinins-N' Kreatin-N = + ‘KreetenN 
des Gesamt«N 
1925/26 g £ 2 e 7 
22. XII. 1400 1,333 0.021 0,028 3,69 21. XI. 
24. XIL. 1350 1,333 0,025 0,013 2,10 Thyrevid- 
26. XII. 1300 1,020 (0,022 2,15 ektomie 
98, NIT. 1309 1.481 0,027 0,003 2.02 
;). XII. 1420 1.333 0.005 0.0038 0.60 
I 4 1500 1.250 0.006 0.003 0.72 
3. I. 1500 1.250 0.012 0,008 1.20 
7 I. 1450 1,666 0.014 0,004 1,08 
9, I. 1550 2.631 0037 1.40 
11. 5 1520 3,846 0,040 0.006 1,19 
13. a 1680 2.833 0,033 0,008 1.44 
17. I. 1800 2.941 0,035 0,06 1.45 
19. I. 1850 2.174 0,031 0,093 1,56 
23. I. 1900 2.273 0,041 0,020 2.69 
29. I. 1950 1.739 0.037 0.002 294 


nicht volkkommen zu_ beseitigen vermochte; und bei dem thyreoidekto 
mierten Tiere kam die ganze Zeit, wie bei den Kontrolltieren, neben dem 
Kreatinin auch Kreatin zur Ausscheidung. 

Das gleiche Resultat erhielten wir in allen anderen Fallen mit Schild- 
driisenexstirpation (Tabelle XII bis XIV), und die Unterschiede zwischen 
den einzelnen Versuchen bestanden blo®8 darin, daB in den einen bei den 
jungen Hunden die Schilddriisenentfernung ein voriibergehendes Ver- 
schwinden des Kreatins aus dem Urin, bei den anderen blob eine Herab- 
setzung der Kreatinausscheidung herbeifiihrte. Wenn man die in den 
ersten zwei Wochen nach der Operation auftretende Einwirkung der 
Thyreoidektomie nicht in Betracht zieht, so bestand weiterhin bei allen 
operierten Hunden eine ebensolche Kreatinurie wie bei den Kontrolltieren, 
nur mit dem Unterschied, daB bei den ersteren die Kurve der Kreatin- 
ausscheidung nach der Operation auf einem etwas niedrigeren Niveau 
stand als bei den letzteren. 


Auf diese Weise zeigten die Versuche, daB die kindliche Kreatinurie 
nicht in Verbindung gesetzt werden kann mit der Funktion der Schild- 
driise, denn nach deren Entfernung hért die Kreatinausscheidung 
nicht auf, wie nach Ysekes SchluBfolgerungen erwartet werden kann. 
sondern besteht gleich wie bei den unoperierten Tieren weiter 


Ill. Versuche mit Kaninchen. 


In Ergaénzung der Versuche mit jungen Hunden entschlossen wir uns 
auch, noch Versuche mit Kaninchen anzustellen, und zwar um so mehr, 
ais in der Literatur keine Mitteilungen iiber die Kreatinausscheidung junger 
Kaninchen vorliegen. Im Versuche standen zwei Kontroll- und zwei operierte 
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Kaninchen eines A'ters von 3 bis 4 Wochen; ihre Nahrung bestand ani 
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in Milch und spéter in Milch und Brot. 


Tabelle XV. 


Kaninchen Nr. 2. 


Alter 1 Monat. 





Datum 


1924 


“sou 


t 


KK KH SPH COC LAA 


Korpergewicht 


Gehalt der Harnmenge von zwei Tagen an 


resamt«N 


s 


0.240 
0.400 
0,277 
0,217 
0.294 
0,217 
0,291 
0.400 
0.416 
0,322 


0.416 


KreatininsN 


£ 


0.0937 
0.0052 
0.0026 
0.0045 
0.0071 
0.0074 
0.0126 
0.0091 
OOLLY 
0.0086 
0.0126 


KreatinsN 


~ 


0.0004 
O.OOL1 
0.0004 
O.00OLY 
O.00L9 
0 0004 
0.0007 
00019 
00019 
0,0007 
0.0019 


Kreatir 
Kreatin:N 


des Gesamt.\ 


Die Versuche zeigten vor allem, daB8 auch bei jungen Kaninchen ein 
»kindliche* Kreatinurie besteht (Tabe'le XV). Die Entfernung der Schild. 


driise hatte auch bei ihnen keine Einstellung der ,,kindlichen** Kreatinurie 


zur Folge. Als Folge der Thyreoidektomie tritt, wie dies aus der Tabelle XVI 
zu ersehen ist, bei den Kaninchen blo8 eine voriibergehende Verminderung 
der Kreatinausscheidung auf. 


Tabelle XVI. 
Kaninchen Nr. 3. 


Alter 1 Monat. 





Datum 
1924 


5. 

7. 

9. 
11. 
13. 
15. 
17. 
19. 
21. 
23. 
25. 
27. 
29. 


ll ol ol el ol ii) 


Korper- 
gewicht 


& 
227 
247 
267 
269 
278 
302 
324 
315 
528 
338 


Gehalt der Harnmenge von zwei Tagen an 


GesamtsN Kreatinin-N Kreatin-N 


Q 


0.400 
0,463 
0.385 
0.532 
0.609 
0.393 
0.400 
0.446 
0.500 
0.476 
O.5S88 
0.625 
0.555 


& 


0.0052 
0.0082 
0.0060 
0.0 160 
0,0123 
0.0059 
0.0074 
00126 
O.OLLS 
0.0156 
0.0153 
0.0134 
0.0149 


~ 


0.0016 
0.0016 
0.0014 
0,0004 
0.0033 
0.0004 
0.0001 
0.0019 
0.0033 
0.00380 
0.0093 
0.0042 
0.0015 


Kreatinin 
+ Kreatin«N 


des Gesamt-N 


~ 


0 
1 
92 
20 
56 
2.36 
1.85 
3,25 
2.96 
3.91 
4.18 
2.81 
2.95 


SS 
1 


x x 
Thyreoid- 
ektomie 


Nachdem wir in diesen beiden Versuchen mit Kaninchen die gleichen 
Resultate erhalten hatten wie mit den Hunden, beschlossen wir, weitere 
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he mit ihnen nicht anzustellen’, da die Versuche mit den jungen 
1 uns schon eine genug eindeutige Antwort auf die von uns gestellte 


gaben. 


IV. SchluSbetrachtungen. 


ie Versuche mit thyreoidektomierten jungen Hunden und Ka- 

chen zeigen uns also, daf die Entfernung der Schilddriise die 
Kreatinurie nicht einstellt und daB demnach die kindliche Kreatinurie 
t der Schilddriisenfunktion nicht in Verbindung gebracht werden darf. 

Ks 1aBt sich in der Tat schwer vorstellen, daB die Schilddriise 
wachsenden Organismus eine erhéhte Funktion besiBe (man denke 
» den Thymus und seinen hemmenden EinfluB auf die Schilddriise) 
der daB der wachsende Organismus eine gesteigerte Empfindlichkeit 


veniiber den Hormonen der Schilddriise zeige. 

Die experimentellen Untersuchungen sprechen fiir das gerade 
cegenteil. So fand auch Mark bei der Untersuchung der Wirkung 
ier Schilddriisenpriparate auf junge und erwachsene Hunde (als 
Indikatoren dienten Stickstoffausscheidung, Auftreten von Kreatin, 
Hiurese, Puls und Gewicht), daB die Hunde im Alter von unter, 4 Mo- 
naten auch auf groBe Dosen von Schilddriisenpraparaten, welche bei 
erwachsenen Hunden Erhéhung des Stickstoffwechsels, Auftreten 
on Kreatinurie usw. hervorriefen, nicht reagierten. Das gleiche Resultat 
veben auch Beobachtungen an Kindern bei Verabreichung von Schild- 
drisenpraparaten. 

Wenn man auch einen Zusammenhang zwischen  kindlicher 
Kreatinurie und einer der Driisen mit innerer Sekretion suchen will, 
so erscheint es nur natiirlich, in erster Linie an die Driise zu denken, 
die im Kindesalter funktioniert, namlich die Thymusdriise. 

Einen EinfluB dieser Driise auf die Kreatinausscheidung junger Tiere 
intersuchte mittels Thymektomie Lydia Palladin und Neurath. Nach 
len Angaben ersterer kommt es nach Thymektomie zu einem Verschwinden 
ler Kreatinurie, die jedoch bald wieder erscheint. Nach den Angaben 
les letzteren bringt Thymektomie die kindliche Kreatinurie ganz zum 
Verschwinden, und sie kehrt nur in dem Falle wieder, wenn bei der Operation 
kleine Driisenstiickchen unentfernt geblieben waren. 


Zusammenfassung. 
1. Die kindliche Kreatinurie stellt cine verschiedenen Saugetieren 


zukommende Erscheinung vor. 
2. Im Harn junger (noch im Wachstum begriffener) Meer- 


schweinchen, weiBer Ratten, Hunde (unter 4 bis 5 Monaten) und 


1 Dies um so mehr, weil die Resultate der Versuche mit Kaninchen 
in Zweifel gezogen werden kénnen durch die Méglichkeit eines Vorhanden- 


seins von tiberzéhligen Schilddriisen. 
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Kaninchen (eines Alters von 3 bis 6 Wochen) kommt bei kreat inf. 
Nahrung nicht bloB Kreatinin, sondern auch Kreatin zur Ausscheidyyy 

3. Bei jungen Tieren, in der Periode der ,,kindlichen*’ Kreat iny 
ist der Kreatinkoeffizient gréBer als bei erwachsenen. 

4. Exstirpation der Schilddriise ruft bei jungen Hunden in dy 
Periode der kindlichen Kreatinurie kein Aufhéren derselben heryo; 
nach erfolgter Thyreoidektomie kommt es zu einer voriibergehen 
(kurzdauernden, bald starkeren, bald geringeren) Herabsetzuny dy 
Kreatinausscheidung und im weiterem Verlaufe zu einer im allgemeiny 
etwas niedrigeren Héhe der Kreatinurie, als sie bei den Kontro 
tieren ist. 

5. Auch bei Kaninchen unterbricht die Thyreoidektomic dj 
kindliche Kreatinurie nicht. 

6. Die Versuche tiber den EinfluB der Thyreoidektomie auf di 
.,kindliche* Kreatinurie zeigte, daB die letztere mit der Funktion der 
Schilddriise nicht in Verbindung zu setzen ist. 
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Fortgesetzte Untersuchungen 
iiber den EinfluB von Fleischaufnahme auf den respiratorischen 
Stoffwechsel nach verschiedener Vorbehandlung von Ratten mit 
Riicksicht auf die Leberfunktion. 


Von 
Tateyoshi Honda. 
\us dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.] 
(Eingegangen am 26. September 1927.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


In zwei voraufgegangenen Arbeiten hatte ich mich mit dem EinfluB 
von Fleischaufnahme, auf den Grundumsatz gepriift, in Versuchen 
in der Respirationskammer befaBt. Die erste behandelte die Umsatz- 
steigerung nach Fleischaufnahme, wenn die Ratten mit Fett vorgefiittert 
worden waren. Die Vorfiitterung beseitigte oder verminderte erheblich 
das, was die spezifisch-dynamische Wirkung von Fleisch genannt wird. 
Die zweite Arbeit untersuchte die spezifisch-dynamische Wirkung 
von Fleisch nach Vorbehandlung mit Kohlehydraten. Hier trat die 
bekannte Wirkung des Fleisches auf. Die nachfolgende Arbeit geht 
von einer anderen Vorbehandlung aus, um die spezifisch-dynamische 
Wirkung des Fleisches zu untersuchen. In dieser Arbeit habe ich die 
‘atten mit Fleisch und Pepton reichlich gefiittert und dann erst die 
spezifisch-dynamische Wirkung gepriift. Der Gedanke, der hierbei 
leitend war, war der, daB durch reichliche Fiitterung mit Fleisch und 
Pepton die Leber, wie zahlreiche Arbeiten des Berner Physiologischen 
Instituts gezeigt haben, sehr in Anspruch genommen wird und dab 
namentlich die kohlehydratumbildende Leistung der Leber vermindert 
wird, eine Verinderung, die durch eine Reihe eingehender Arbeiten 
von Junkersdorf aus dem Bonner Physiologischen Institut bestatigt 
worden ist. Es war naheliegend, eine weitere Vorbehandlung der Ratten 
mit einzubeziehen, namlich die Vorbehandlung mit Phlorrhizin. Wie 
das Pepton, so wird auch das Phlorrhizin angewandt, wenn es sich 
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darum handelt, tiefgehend den Kohlehydratbestand des Organis:ny. 
zu verandern. Die kombinierte Fiitterung mit Pepton, Schilddriiy 
und Phlorrhizin bildet ja eine wesentliche Grundlage der Berner \|, 
thode, um Ratten praktisch kohlehydratfrei zu machen. Auch spr 
sehr viele Tatsachen dafiir, daB Phlorrhizin die Stoffwechselverhilt niss 
der Leber verindert, so daB, wenn man es nicht fiir ausgeschlosse) 
erachtet, daB die Leber an der spezifisch-dynamischen Wirkung «es 
Fleisches mit beteiligt ist, auch aus diesem Grunde die Phlorrhiziy 
vorbehandlung indiziert erscheint. 

Meine Versuche zerfallen, dem mir von Prof. Asher vorgeschlayencoy 
Plane zufolge, in 4 Serien. In der ersten Serie (A) wurde der Erhaltungs 
stoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefiitterten Ratten ermittelt 
Hierauf folgte die zweite Serie (B) von Versuchen, wo die spezifise) 
dynamische Wirkung des Fleisches bei der gleichen Diat festgeste||t 
wurde. Die dritte Serie (C) beschaftigte sich mit dem Erhaltungs 
stoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefiitterten und mit Phlor 
rhizin vorbehandelten Ratten. In der vierten Serie (D) wurde schlieBlich 
die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei diesem Ernahrungs 
regime ermittelt. 

Die Fleischdiaét wurde so ausgefiihrt, daB das Tier taglich 22 bis 30 ¢ 
ausgekochtes, médglichst kohlehydratfrei gemachtes Fleisch erhielt, 2 ¢ 
Pepton, in Wasser gelést, wurden taglich per os mittels einer Spritze gegeben 
Die Anwendung von Phlorrhizin geschah nach der Methode von Coole) 
und den Angaben von Graham Lusk. Die Injektion geschah einen Tay 
um den anderen. 

Die erste Versuchsreihe (A) und die dritte Versuchsreihe (C) !» 
gannen 6 bis 7 Tage nach dem Beginn der oben beschriebenen Diit 
Die letzte Fiitterung vor dem Beginn des Versuchs geschah 15 Stunden 
vorher. Zur Ermittlung der spezifisch-dynamischen Wirkung von 
Fleisch wurden 1 Stunde vor dem Beginn des Versuchs 10 g ausgekochtes 
Fleisch gereicht. Die Respirationsversuche geschahen in der iiblichen 
Weise. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe bringe ich in den 5 folgenden 
Abbildungen und 5 Kurven, deren Inhalt aus den Legenden klar hervor 
geht. Als Anhang am SchluB der Arbeit bringe ich die Einzelresultat: 
in 6 Tabellen und einer Ubersichtstabelle simtlicher Versuche, Nr. VII 


In allen Versuchen zeigt sich, beurteilt nach der GréBe der Kohlen 
saurebildung, des Sauerstoffverbrauchs und der gelieferten Kalorien 
menge, eine recht erhebliche spezifisch-dynamische Wirkung des 
Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton gefiitterten Ratten. LD» 
prozentische Steigerung der Kohlensaurebildung betrug durchschnittlic! 
an 5 Tieren 21,61 %, die Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs 13,76 
und die Kalorienbildung erhéhte sich um durchschnittlich 15°. Zu 
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ammengefaBt, liegt demnach eine ganz erheblich spezifisch-dynamische 
Wirkung des Fleisches bei dieser Diat vor. Als jedoch die Tiere auBer 
mit Fleisch und Pepton noch mit Phlorrhizin vorbehandelt wurden, 
erhohte sich die spezifisch-dynamische Wirkung noch mehr. Ehe ich 
ber diese Erhéhung bespreche, betrachte ich den Grundumsatz 
Hier zeigt sich, daB der Grundumsatz gegeniiber dem anfinglichen 
Grundumsatz durchschnittlich um ein klein wenig vermindert war. 
Poch sind die Unterschiede so gering, da} man, da in den Einzel- 
ersuchen auch Erhéhungen vorkommen, wohl wird behaupten kénnen, 
a8 der Grundumsatz nicht wesentlich verandert war. Ganz anders 
steht es mit der spezifisch-dynamischen Wirkung. Hier zeigt sich eine 
Steigerung der Kohlensaurebildung auf 29,47 °%,, eine solche des Sauer- 
stoffverbrauchs auf 26,17°, und der Kalorienlieferung auf 26,67 °%%. 
Es ist also in jedem Falle eine noch gréBere spezifisch-dlynamische 
Wirkung infolge der Aufnahme von Fleisch eingetreten. 

Aus dieser Tatsache geht hervor, wie sehr die Steigerung des Grund- 
umsatzes nach Fleischaufnahme von der voraufgehenden Vorernahrung 
abhingt. Aus dem einen Ende der Reihe stehen die Resultate bei 
sndauernder einseitiger Fettfiitterung, an dem anderen Ende der Reihe 
stehen die Resultate nach Vorfiitterung mit Fleisch, Pepton und Phlor- 
rhizin. Es wird sich nun darum handeln, die Resultate dieser Reihe 
mu erkliren. Ich habe im Eingang meiner Arbeit darauf hingewiesen, 
da8S Pepton jedenfalls die Leber affiziert, und daB es Griinde gibt, das 
gleiche fiir das Phlorrhizin anzunehmen. Man kénnte nun daran 
denken, daB der Kohlehydratumsatz bei der von mir angewandten 
Diit gesteigert sei. Aber die Werte des respiratorischen Quotienten 
in meinen Versuchen sprechen nicht dafiir. Zwar steigert sich bei 
jedem Tier in der Versuchsreihe (B) der respiratorische Quotient 
um Betrage, die zwischen 5,6 und 8,43°, liegen; aber diese Unterschiede 
sind nicht mehr gro8 und wiirden sich erklaren durch eine geringfiigige 
Erhéhung des Kohlehydratumsatzes infolge der Glykogenverdriangung 
durch Pepton aus der Leber. Aber was vor allem gegen die Deutung 
der Erhéhurig des Grundumsatzes durch gesteigerten Kohlehydrat- 
umsatz spricht, ist die Tatsache, daB® in der Versuchsreihe mit Hinzu- 
fiigen von Phlorrhizininjektion die Steigerungen des respiratorischen 
Quotienten viel geringer sind. Folglich wird man an andere Reiz- 
wirkungen auf die Leber zu denken haben. Ich méchte die Vermutung 
iuBern, daB unter dem Einflu8 von Pepton, Fleisch und Phlorrhizin 
die Leber sich in einem gesteigerten Reizzustande befindet, und daB 
eine der AuBerungen dieses gesteigerten Reizzustandes die vermehrte 
spezifisch-dynamische Wirkung des aufgenommenen Fleisches ist. 
In diesem Sinne wiire ein neuer Anhaltspunkt fiir die Verkniipfung 
zwischen Leber und _ spezifisch-dynamischer Wirkung gegeben. 
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Abb. 1. Respirationsquotient. Er 

Erhaltungsstoffwechsel der mit Fieis ) und “epton gefiitterten Ratten Sp 

(J Spezifisch-dynamische Wirk. ig de 1 isches bei den mit Fleisch und Pepton gefiitterten Ratt Er 
| Erhaltungsstoffwechsel der m* Fihisch und Pepton gefiitterten und mit Phlorthizin be 
behandelten Ratten. O Ss 


©) Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton gefiitterten un m 
mit Phliorrhizin vorbehandelten Ratten. 
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Abb. 2. COz, pro kg und Stunde 


Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefitterten Ratten r 

C) Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton gefiitterten Ratt: , 

! Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefiitterten und mit Phlorrhizin vor 
behandelten Ratten. 

O : 


© Spez fischedynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton gefiitterten 
mit Phlorrhizin vorbchandelten Ratten. 











Ratt 
n 
Pn un 





lee 








8 von Fleischaufnahme auf den respiratorischen Stoffwechsel usw. 
































= 
125 - s 
= 
7 
y 4 om 
: ws | 
{UU ci Lt ot uu J LU} uu tot bd LI u 


Abb. 3. Oy pro kg und Stunde 


Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefitterten Ratten 








Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches hei de> ~:it Fleisch und Pepton gefutterten Ratten. 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepten getiitterten und mit Phlorrhizin vor- 


behandelten Ratten. 


Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton gefutterten 


mit Phlorrhizin vorbehandelten Ratten 
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Abb 4. Kalorienbildung pro kg und Stunde 


Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefutterten Ratten 
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Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton getutterten Ratten 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton getiitterten und mit Phlorrhizin vor- 


behandelten Katten. 


Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton getutterten und 


mit Phlorrhizin vorbehandelten Ratten 
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Abb. 5. Ubersichtsabbildung. 


Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefiitterten Ratten. 
Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton gefiitterten Ratter 


COC 


Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefiitterten und mit Phlorrhizin vor 
behandelten Ratten. 

Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton gefiitterten und 
mit Phlorrhizin vorbehandelten Katten. 
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Abb. 6. Respirationsquotient. 
A = Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefiitterten Ratten 
B = Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch u. Pepton gefiitterten Ratter 
(© = Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefiitterten und mit Phiorrhiz.n \ 
behandelten Ratten. 
D = Spezifischsdynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton gefiittert 
und mit Phlorrhizin vorbehandelten Ratten 
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Abb. 7. CO, pro kg und Stunde 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefiitterten Ratten 
Spezifischsdynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch u. Pepton gefiitterten Ratten. 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefiitterten und mit Phlorrhizin vor- 
behandelten Ratten. 


Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton gefitterten 
und mit Phlorrhizin vorbehandelten Ratten 
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Abb. 8. Op, pro kg und Stunde 


Erhaltungsstoffwechse! der mit Fleisch und Pepton gefutterten Katten 
Spezifisch«dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch u. Pepton gefutterten Ratten 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton getiutterten und mit Phlorrhizin vor 
behandclten Ratten 

Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches be 
und mit Phlorrhizin vorbehandelten Katten 


den mit Fleisch und Pepton gefitterten 
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Abb. 9. Kalorienbildung pro kg und Stunde. 

Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefitterten Ratten 
Spezifischsdynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch u. Pepton gefiitterten Ratter 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefiitterten und mit Phlorrhizin vo; 
behandelten Ratten 
Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton gefiitterte 
und mit Phlorrhizin vorbehandelten Ratten. 
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Abb. 10. Ubersichtskurve. 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefiitterten Ratten. 
Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch u. Pepton gefutterten Katten 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefutterten und mit Phlorrhizin vor 
behandelten Ratten 
Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton getitterter 
und mit Phlorrhizin vorbehandelten Ratten. 


ZusammengefaBt, ist der Inhalt der vorstehenden Arbeit der nach- 
folgende: 

1. Nach voraufgegangener reichlicher Fiitterung mit Fleisch uni 
Pepton kommt es zu einer stark ausgesprochenen spezifisch-dynamischen 
Wirkung nach Fleischaufnahme. 

2. Die Wirkung ist noch starker, wenn auBerdem noch einig 
Tage lang Phlorrhizin injiziert worden ist. 

3. Ein Méglichkeit der Erklarung dieser Tatsache liegt in det 
Annahme, daB es sich um einen erhéhten Reizzustand der Leber in 
den genannten Versuchen handelt. 
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Tabelle VII. 


Ubersichtstabelle. 
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Respirations- 


quotient 


C O,-Bildung O,-Bildung 


Kalorienbildung 


pro kg und Stunde 


\. Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton ernabrten Ratten. 


lier I 
& 
ll 
IV. 
ae 
VI. 


Mittelwert 


Mittelwert. 
0,767 1,740 
0,784 1,642 
0,779 1,690 
0,793 2,222 
0,759 2.006 
0,773 2.113 
0,776 1,902 


1,648 
1,521 
1,576 
2.037 
1.919 
1,985 


1,781 


5.585 
5.175 
5.317 
6,931 
6,492 
6,736 
6.0389 


- ’ 


b. Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton 


her I ° 
i 

ILI 
IV 
z= 
VI 


Mittelwert 


gefiitterten Ratten. 


0,828 
0,829 
0,823 
0.839 
0,823 
0,832 


0,829 


Vergleich mit Versuch A, 


0 


ausgedriickt in % . 


C. Erhaltungsstoffwechsel der mit Fleisch und Pepton gefiitterten und mit 
Phlorrhizin vorbehandelten Ratten. 


lier I ’-6 wo) & 
~~ 
_ a 
IV 
—. 
i. 


Mittelwert 


+ 6,83 


0,720 
0,721 
0,723 
0,728 
0,727 
0,722 


0,724 


Vergleich mit Versuch A, 


ausgedriickt in % . 


— 6,70 


Mittelwert. 
2,323 2,037 
1,941 1,701 
2,117 1.869 
2.534 2,193 
2,343 2.068 
2.620 2.287 
2,313 2,026 


+ 21,61 


1,695 
1,546 
1,596 
1,923 
1,920 
2,031 


1,785 


— 6,15 


+ 13,76 


6.981 
5.828 
6,399 
7.532 
7.085 
7,847 


6,945 


+ 15,00 


D. Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Fleisch und Pepton 


gefiitterten und mit Phlorrhizin vorbehandelten Ratten. 


lier I 0,749 
mo 0,747 
= 0,737 
IV 0,747 
os 0,742 
VI 0,740 
Mittelwert mts 0,742 
Vergleich mit Versuch A, 
ausgedriickt in % 4,38 
Vergleich mit Versuch B, 
ausgedriickt in % . . 10,49 
Vergleich mit Versuch C, 
ausgedriickt in %. . + 249 
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2,269 
1,922 
1,977 
2.615 
2,416 
2,663 
2311 


Mittelwert. 
1,709 5,737 
1.558 5,227 
1,604 5.381 
1,920 6,457 
1,917 6,445 
2,042 6.861 
1,792 6,018 
+ 0,62 — 0,35 
Mittelwert. 
2.226 7,592 
1.875 6,329 
1,948 6.565 
2? 548 8.578 
2.367 7.969 
2.610 8.796 
2.261 7,623 
L. 96 95 +. 26.23 
+ 11,60 9,76 
+ 26,17 1. 26.67 














Fortgesetzte Untersuchungen iiber den Einflu& 
von Fleischaufnahme 
je nach dem vorausgegangenen Ernahrungszustand. 


Von 


Tateyoshi Honda. 
[Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern 
(Eingegangen am 26. September 1927.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


In einer voraufgegangenen Arbeit! hatte ich gezeigt, daB di 
Wirkung von Fleischaufnahme auf den Grundumsatz _ tiefgehend 
dadurch modifiziert wird, daB die Versuchstiere (Ratten) vorher reichlic! 
mit Fett ernahrt werden. Wahrend bei gewéhnlicher gemischte 
Laboratoriumsnahrung die bekannte, als spezifisch-dynamische Wirk ung 
bezeichnete Steigerung des Umsatzes nach Aufnahme von Fleisc! 
in ausgesprochener Weise auftrat, war sie entweder gar nicht oder in 
nur sehr verminderter Weise vorhanden, wenn die Tiere vorher mit 
Fett gefiittert worden waren. Diese Tatsache wirft ein neues Licht 
auf dasjenige, was als spezifisch-dynamische Wirkung bezeichnet wird 
Sie gestattet aber — und auf diesen Gesichtspunkt legte meine vorher 
genannte Arbeit besonderen Nachdruck — auch einen Riickschlu! 
auf den etwaigen Anteil der Leber an der genannten Erscheinung 
Denn die Leber ist nachweislich bei Ratten nach voraufgegangener 
Fiitterung mit einer fast ausschlieBlichen Fettnahrung tiefgehen| 
verindert. Da nun in derjenigen Zeit, in welcher das zutage tritt, we- 
man als spezifisch-dynamische Wirkung bezeichnet, die Zeit inten 
sivster Arbeit der Leber infolge der Nahrungsaufnahme liegt, durfic 
die Annahme gemacht werden, daB méglicherweise ein geandertes 
Verhalten der Leber mit im Spiele sei. Es konnte sich natiirlich nur 
wm eine Annahme handeln, und ich habe keinen Zweifel dariiber ge 
lassen, daB weitere Untersuchungen erforderlich seien. 


' T. Honda, diese Zeitschr. 185, 173, 1927. 
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Kine Untersuchung, die sich auf Grund der Ergebnisse meiner 
voraulgegangenen Arbeit als notwendig erwiesen hat, ist die Unter- 
suchung der spezifisch-dynamischen Wirkung des Fleisches, wenn 
lie Tiere mit einer Nahrung gefiittert werden, die sehr reich an Kohle- 
hydraten ist. Ich habe diese Untersuchung auf Anregung von Prof. Asher 

usvefiihrt 5 

Der Plan dieser Arbeit war der folgende: 

In einer ersten Versuchsreihe (A) wurde der Erhaltungsstoffwechsel 
ler mit Brot und Milch gefiitterten Ratten untersucht. Auf diese 
Reihe folgte eine zweite (B), in welcher die spezifisch-dynamische 
Wirkung von Fleisch bei der gleichen Grunddiat ermittelt wurde. 
ies geschah auf die Weise, daB die Tiere wie zum Grundumsatzversuch 
vorbereitet wurden, aber ehe sie in die Respirationskammer kamen 
lie in den Protokollen bemerkte Fleischmenge erhielten. In der nichsten 
Versuchsreihe (C) wurde der Grundumsatz bestimmt, wahrend die 
liere eine Nahrung erhielten, die aus Brot, Milch und taglich 5 g Rohr- 
sucker bestand. In der vierten Reihe (D) wurde schlieBlich die spezifisch- 
lynemische Wirkung des Fleisches bei dem letztgenannten Ernahrungs- 
regime ermittelt. 

Die Respirationsversuche erfolgten nach der tiblichen Methode 
les Berner Physiologischen Instituts. Die letzte Fiitterung wurde 
15 Stunden vor Beginn jedes Versuchs gereicht. Zur Priifung der 
spezifisch-dynamischen Wirkung erhielten die Tiere 10 g ausgekochtes 
Fleisch, welches 1 Stunde vor Beginn des Versuchs gegeben wurde. 
Der Rohrzucker wurde in Lésung mittels einer Spritze in den Magen 
vegeben. Die dritte Versuchsreihe begann erst 5 bis 8 Tage nach dem 
Einsetzen der oben beschriebenen Diat. Die Resultate meiner Versuche 
habe ich in Form von 5 Kurven und 5 Abbildungen dargestellt. Die 
einzelnen Protokolle folgen am SchluB meiner Arbeit. Aus meinen 
Darstellungen geht hervor, daB bei allen 6 Versuchstieren eine spezifisch- 
dynamische Wirkung durch die Fleischaufnahme eintritt. Die GréBe 
derselben ist verschieden erstens bei den cinzelnen Tieren und zweitens 
je nachdem man die Kohlenséurebildung oder den Sauerstoffverbrauch 
zugrunde legt. Auch zeigt sich eine gewisse Beziehung zu der GréBe 
des Grundumsatzes wenigstens in gewissen Versuchen. Bei solchen 
Versuchen, wo der Grundumsatz an und fiir sich schon hoch war, ist 
ifters die Steigerung des Grundumsatzes durch Fleischaufnahme ge- 
ringer, als wenn der Grundumsatz etwas niedrig ist. 

Bei den Ratten, welche mit Brot und Milch vorgefiittert wurden, 
ergab sich durchschnittlich eine Steigerung der Kohlensiureausscheidung 
nach Fleischaufnahme um 7,35°% und des Sauerstoffverbrauchs um 
358%. Die Kalorienbildung hob sich bei Fleischaufnahme durch- 
schnittlich um 4,27°%. Uberblickt man die Einzelversuche, so erkennt 


9 
3* 
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man nicht unerhebliche Abweichungen von diesem Mittelwert. Nachdey 
die Tiere mit Brot und Milch und Extrazulagen von Rohrzucker ge. 
fiittert worden waren, betrug infolge von Fleischaufnahme die Ver. 
gréBerung der Kohlensaurebildung durchschnittlich 13,74°, des 
Sauerstoffverbrauchs 7,43 °,, der Kalorienbildung 7,85 °%,. Im groBen und 
ganzen hatte demnach die Extrazufuhr von Kohlehydraten zur Folg 
daB nach Aufnahme von Fleisch der Grundumsatz noch etwas meh 
gesteigert wird. Ob man freilich groBes Gewicht auf die konstatiertey 
Unterschiede zu legen berechtigt ist, steht dahin. Denn die Schwan. 
kungen kénnen als solche betrachtet werden, die sich innerhalb cer. 
jenigen Grenzen halten, die man beobachtet, wenn man zahlreiche 
Versuche tiber die Folgen der Aufnahme von Fleisch auf den Grund 
umsatz anstellt. 

Als wesentlich betrachte ich die Feststellung in meiner Arbeit, 
da8 ein recht groBer und unverkennbarer Unterschied in der Wirkung 
von Fleischaufnahme auf die Erhéhung des Grundumsatzes eintritt 
gegeniiber meiner voraufgegangenen Arbeit. Dort hatte die Ernahrung 
mit Fett die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches praktisch 
beseitigt. Eine mehr natiirliche Ernihrung und eine solche mit reich- 
lichen Kohlehydraten lat hingegen die spezifisch-dynamische Wirkung 
ausnahmslos deutlich zutage treten. Das, was ich hier genannt habe 
ist tatsichliches Ergebnis. Ich gehe iiber das rein Tatsachliche hinaus 
wenn ich die Annahme zur Diskussion stelle, daB der Unterschied 
moéglicherweise darauf beruhe, daB bei beiden Ernaihrungsregimes 
die Leber in einem ganz anderen Zustande sich befindet. Das eine Ma! 
handelt es sich — in der friiheren Arbeit — um eine mit Fett infiltrierte 
Leber, das andere Mal aber um eine reichlich mit Glykogen gefiillte 
Im Lichte solcher Erwaigungen diirfen wohl meine Ergebnisse als Bei. 
triage fiir einen méglichen Anteil der Leber an der spezifisch-dynamischen 
Wirkung der Fleischaufnahme bewertet werden. 

ZusammengefaBt, sind die Ergebnisse der vorstehenden Arbeit 
die nachfolgenden: 

1. Bei Fiitterung von Ratten mit Brot und Milch tritt die spezifisch- 
dynamische Wirkung von Fleisch ausnahmslos deutlich hervor. 

2. Wird noch reichlich Rohrzucker dieser Grundnahrung zugesetzt, 
so ist die spezifisch-dynamische Wirkung der Fleischaufnahme durch- 
schnittlich noch etwas mehr gesteigert. 

3. Diese Tatsachen gestatten, eine Beziehung zwischen dem 
Zustand der Leber und der spezifisch-dynamischen Wirkung des Fleisches 
herzustellen, namentlich mit Riicksicht darauf, daB bei Vorfiitterung 
mit Fett die spezifisch-dynamische Wirkung von Fleisch mehr oder 
weniger verschwindet. 
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Abb. 1. Kespirationsquotient. 


Frhaltungsstoffwechsel der mit Brot und Milch gefiitterten Ratten. 
Spezifischedynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot und Milch gefutterten Ratten. 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot, Milch und Rohrzucker gefiitterten Ratten. 

O Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot, Milch und Rohrzucker ge- 
fiitterten Ratten. 
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Abb. 2. CO, pro kg und Stunde. 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot und Milch gefiitterten Ratten. 
O Spezifischedynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot und Milch gefiitterten Ratten 
} Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot, Milch und Robrzucker gefiitterten Ratten. 
D Spezifisch-dy he Wirkung des Fleisches bei den mit Brot, Milch und Rohrzucker ge 








fiitterten Ratten. 
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| Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot und Milch gefiitterten Ratten. 
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Abb. 3. O, pro kg und Stunde. 


Wirkung des Fleisches bei den mit Brot und Milch gefiitterten Katter 
Echaltungestoliwechee! der mit Brot, Milch und Robrzucker gefiitterten Ratten. 


Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot, Milch und Rohrzucker ge: 
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Abb. 4. Kalorienbildung pro kg und Stunde. 


Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot und Milch gefiitterten Ratten. 


Spezifischsdynamische Wirkung des Fieisches bei den mit Brot und Milch gefiitterten Ratter 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot, Milch und Robrzucker gefiitterten Ratten. 
Wirkung des Fleisches bei den mit Brot, Milch und Rohrzucker ye: 
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Abb. 5. Ubersichtsabbildung. 
Erhaltungsstoftwechsel der mit Brot und Milch gefiitterten Ratten. 
] Spezifisch-edynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot und Milch gefiitterten Ratten 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot, Milch und Rohrzucker gefiitterten Ratten. 
() Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot, Milch und Rohrzucker ge- 


Y 


fiitterten Ratten. 
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Abb. 6. Respirationsquotient. 


4 = Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot und Milch gefiitterten Ratten. 

B = Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot und Milch gefiitterten Ratten 

C = Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot, Milch und Rohrzucker gefiitterten Ratten. 

D = Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot, Milch und Kohrzucker ge- 
futterten Ratten. 
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Abb.7. CO, pro kg und Stunde 
| der mit Brot und Milch gefiitterten Ratten. 
Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot und Milch gefiitterten Ratten 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot, Milch und Robrzucker gefiitterten Ratten. 


D = Spezifischedynamische Wirkung des Fleisehes bei den mit Brot, Milch und Robrzucker ge- 
fiitterten Ratten. 
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Abb. 8. Oz, pro kg und Stunde. 
A = Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot und Milch gefiitterten Ratten. 
B = Spezifischedynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot und Milch gefiitterten Ratten. 
C = Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot, Milcb und Rohrzucker gefiitterten Ratten. 


D = Spezifischedynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot, Milch und Robrzucker ge: 
fiitterten Ratten. 
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Abb. 9. Kalorienbildung pro kg und Stunde. 
== Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot und Milch gefiitterten Ratten. 
; = Spezifischedynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot und Milch gefiitterten Ratten. 
) = fo ey der mit Brot, Milch und Rohrzucker gefiitterten Ratten. 
D = Spezifi i Wirkung des Fieisches bei den mit Brot, Milch und Rohrzucker ge- 





futterten Ratten. 
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Abb. 10. Ubersichtsabbildung. 
4 = Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot und Milch gefiitterten Ratten. 
B = Spezifischedynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot und Milch gefiitterten Ratten. 


= Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot, Mikkh und Rohrzucker gefiitterten Ratten 


) = Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot, Milch und Robrzucker “eo 
fiitterten Ratten. 
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T. Honda: EinfluB von Fleischaufnahme usw. 


Tabelle Vil. 





A. 


Tier I 
a 
II 
IV 
7. 
_ Vi 


Respirations- co, O, Kalorienbildu:, 
ahead pro kg und Std 
Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot und Milch gefitterten Ratt 
Mittelwert. 

0,724 1,878 1.883 6.33] 

0.723 1,983 1,992 6.69 

0,726 1,923 1,925 6.47 

0.737 2,145 2,113 7,115 

0.739 1,961 1,928 6.4% 
CR See 0,736 1,261 2,231 7,512 
Mittelwert: 0,731 2.042 2,012 6.764 


B. Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot und M 


Tier I 
> a= 
Il 
IV 
y 


sz ss 


VI 


gefiitterten Ratten. Mittelwert. 


0.763 2,143 2,051 6,93 

0.770 2,120 2.093 6.7% 

0,765 2,142 2,026 6,582 

0,759 2,236 2,143 7,245 

0,762 2,138 2,031 6,871 

0,763 2.372 2,259 7,619 

Mittelwert: 0,764 2,192 2.084 7,058 
Vergleich mit Versuch A, |, 451 + 7,35 1 3.58 L497 


ausgedriickt in % | 


C. Erhaltungsstoffwechsel der mit Brot, Milch und Rohrzucker gefiitterte: 


Tier I 
» 
Hl 
IV 
o V 
eS 


Ratten. Mittelwert. 


0,740 1,847 1,895 6,086 

0,733 1,617 1,693 5,401 

0,739 1,803 1,773 5,975 

0,741 1,990 1,863 6,275 

0,734 1,917 1,898 6,391 

7 0,735 2,226 2,199 7,415 

Mittelwert: 0,737 1,885 1,857 6,255 
Vergleich mit Versuch A, | + 0,82 7.69 _770 _ 75h 


ausgedriickt in % | 


D. Spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei den mit Brot, Milch und 


Rohrzucker gefiitterten Ratten. Mittelwert. 


Tier I 0,768 2,941 1,929 6,537 
oa 0,761 1,871 1,778 6,022 

« a 0,760 2,378 1,950 6,596 

oa 0,754 2,155 2,078 7,923 

ws 0,758 2.981 1,996 6,749 
owe a) el ee 0,757 2,339 2,237 7,565 
Mittelwert : 0,760 2.144 1,995 6,749 

Vergleich mit Versuch A, | 207 s et —_ am 

ausgedriickt in % 5 3,97 + 500 084 on 
Vergleich mit Versuch B, | ~9 217 _497 ‘ 

ausgedriickt in °%, | one 2,17 43 = 

Vergleich mit V ersuch C, +312 4+ 13.74 7.48 + 7.85 


ausgedriickt in °%%, 


\ 
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Uber die Fillung des Magnesiumions 
durch Tropiolin 00 und die Anwendung dieser Reaktion 
zu seiner kolorimetrischen Bestimmung. 


Von 
Jan Zahradnicek. 
\us dem chemischen Institut der tieridrztlichen Hochschule in Briinn, 
Tschechoslowakei.) | 


(Eingegangen am 30. September 1927.) 


Im Jahre 1918 erschien in Paris ein Lehrbuch, Biologie de la Playe 
e Guerre, von Delbet und Fiessinger (1). Die Autoren fiihrten dort 
die tiberraschende Entdeckung an, daB das Magnesiumion im Plasma 
Leucocyten anzieht und sie zur Phagocytose aktiviert. 


Dieser Umstand, gesichert durch zahlreiche Beobachtungen an Kriegs- 
verletzten, zeigt, daB Mg™ in einer engen Beziehung zur lebenden Zelle, 
i.h. zu den Leucocyten, steht. In der neueren Literatur blieb er bisher 
unbeachtet, selbst das vortreffliche Werk von Zondek (2), Elektrolyte, 
aus dem Jahre 1926, gibt iiber diese so spezifische Eigenschaft des Mg” 
gar nichts an. Erst Betka (3) und seine Mitarbeiter begannen, dieses Thema 
griindlich zu erforschen. Aus seinen Versuchen ergibt sich immer deutlicher 
lie Bedeutung des Mg”, und zwar an unerwarteter Stelle, namlich bei 
Infektion, Entziindung und Regeneration inn Gewebe. Es zeigte sich, daB 
bei der Applikation eines Magnesiumpraparats in der Wunde die Exsudation 
und der Plasmazerfall aufhért und eine schnelle Regeneration beginnt; 
die Wunden sowie auch Entziindungsprozesse aller Art fangen an zu 
granulieren und rasch zu epithelisieren. 


Nach den bisherigen Versuchen, bei denen es sich eher um eine 
qualitative Magnesiumwirkung handelte, wird es nétig sein, auch die 
quantitativen Verhaltnisse zu studieren, das hei®t: das Magnesium im 
Plasma und Gewebe unter verschiedenen physiologischen und patho- 
logischen Bedingungen festzustellen. 


Das Studium nach dieser Seite setzt allerdings voraus, eine Methodik 
der Magnesiumbestimmung genau zu beherrschen. Da sich biologische 
Arbeiten nicht auf die Bestimmung von einem oder zwei Fillen be- 











62 J. Zahradnitek : 


schranken kénnen, sondern eine groBe Anzahl Analysen verlangen, 
so kommt eine Methodik in Frage, die am einfachsten, schnellsten un 
feinsten in kleinen Materialmengen méglichst genaue Resultate ergi}; 

Die bisher bekannten Methoden der Magnesiumbestimmung be. 
ruhen gréBtenteils auf dem Prinzip, das Magnesium als Tripelphosphat 
zu fallen. 

Die Methoden gelten fiir Blutserum, Plasma und Blut: stets mug 
man das Eiwei8 ausfillen. Als Fallungsmittel verwendet man am 
haufigsten Trichloressigsiure, die im Koagulat am wenigsten von 
Mineralstoffen adsorbiert. Weniger werden diese EiweiBkérper durch 
Veraschung beseitigt. Deshalb wollte ich auch priifen, ob die Veraschung 
durch die Flamme fiir die direkte Magnesiumbestimmung wenigstens 
eine Verkiirzung der Arbeitszeit ergeben wird. 


1. Eigentliche Magnesiumbestimmung mittels Tropaolin 00. 


Becka stellte in seinen Arbeiten iiber das Magnesium fest, dai 
Tropaolin das Magnesiumion sehr empfindlich fallt. Bei der Durchsicht 
der Literatur fand ich, daB diese Methode vollkommen neu ist, und 
entschloB mich, sie griindlich zu studieren. 


Die Tropaolinreaktion auf Magnesiumion hangt von folgenden 
Faktoren ab: 


1. Konzentration des Magnesiums. 
. Zeitdauer der Reaktion. 

. Konzentration des Farbstoffes. 
Reaktion des Mittelgrundes. 

. Anwesenheit verschiedener Salze. 


Or m® w& bo 


. Richtigkeit der Ablesung. 


1. Die Konzentration-des Magnesiums. 


Zu den Versuchen bereitete ich eine Lésung von 10,13 g kristallisiertem 
Magnesiumsulfat in 1 Liter destillierten Wassers, so daB 1 cem der Lésung 
Img Mg enthielt. Diese Urlésung verdiinnte ich noch zehnmal, so dai 
leem 0,1 mg Mg entspricht. 


Darauf stellte ich eine 0,1 %ige Tropéolinlésung her. Ich verrieb die 
abgewogene Menge von Tropéolin 00 in einer Schale mit heiBem destillierten 
Wasser und fiillte nach der Filtration die Lésung auf das richtige Volumen 
auf. Nach dem Abkiihlen wurde die Lésung durch das ausgeschiedene 
Tropéolin etwas triibe, so da8 man sie noch einmal filtrieren muBte. Uber- 
dies gebrauchte ich noch eine konzentrierte Lésung von oxalsaurem 
Ammonium, 5%ige Oxalséiure und 10%ige Schwefelsaure. 

Fernerhin hatte ich einen geniigenden Vorrat an Eprouvetten von 
16mm Durchmesser aus reinem Glas ohne jeden Fehler von genau dem- 
selben Kaliber. 


ixal 
Was 


Epre 
gelb 


Gell 
star 
nul 


de! 


zu 
wul 
suf 

lie 


Kor 


iu! 
re 


ile 
10) 
au 


ul 


ble 





angen, 
nh und 
ergibt 
ig be. 
»sphat 


> mus 
nh am 
L Von 
durch 
hung 
stens 


daB 
sicht 
und 


iden 


em 
ing 
laB 


lie 
en 
en 
ne 


m 


Th 





Faillung von Mg” durch Tropéolin usw. 63 


Den ersten Versuch fiihrte ich folgendermaBen aus: In die Eprouvetten 
vb ich abgemessene Mengen Magnesium von 5 bis 0,1 mg, zwei Tropfen 
xalsaures Ammonium, fiillte alles zum gleichen Volumen mit destilliertem 
Wasser auf und farbte alles mit einem Tropfen Tropdéolinlésung. Alle 
fprouvetten bis zu 0,1 mg wiesen eine bedeutende Abschwachung des 
zelben Tones auf, der Magnesiummenge entsprechend. 

Eine aéhnliche Reihe Versuche machte ich mit einer Verdiinnung von 
),1 bis 0,01 mg Mg und stellte fest, daB die Intensitaét der Verfairbung ins 
Gelbliche mit der Konzentrationsverkleinerung zunimmt. Da bei den 
stirkeren Konzentrationen die Zeit der Verfairbung linger andauerte, 
yubte ich noch priifen, ob die Verfarbung ein bestimmtes Maximum erreicht, 
der ob sie tiberhaupt nicht konstant ist. 

Die Empfindlichkeit der Reaktion priifte ich noch derart, daB 0,5 mg Mg 
zu verschiedenen Mengen von 0,5 bis 5,0 cem destillierten Wassers gegeben 
wurden, mit der gleichen Menge Farbstoff gefairbt und nach 30 Minuten 
wf ein gleiches Volumen aufgefiillt. Noch in der letzten Verdiinnung war 
lie Reaktion wahrnehmbar und gewann die gleiche Intensitét wie in dem 
konzentrierten Mittelgrunde. 

Daraus kann man schlieBen, daB noch 0,01 mg Mg in l ecm Lésung 
lurch Tropéolin, sogar in Anwesenheit von oxalsaurem Ammonium, 
nachweisbar ist. 


2. Die Zeitdauer der Reaktion. 


Da in dieser Richtung einige Variationen vorlagen, untersuchte ich 
die Wirkung der Zeit genau. In einigen Eprouvetten mit den Konzentra- 
tionen 1,0, 0,5, 0,1, 0,05 mg Mg fiihrte ich dieselben Reaktionen wie zuerst 
aus, und diese neue Serie farbte ich einige Male immer nach 10 Minuten. 
Bei Mengen bis zu 0,1 mg Mg farbt Tropéolin schon in einigen Minuten, 
und diese Verfarbung ist sogar einige Tage konstant. Je geringer die 
Magnesiummenge ist, um so langer dauert es, bis die Verfarbung konstant 
bleibt. Bei Mengen unter 0,05 mg Mg in l1cem Lésung erreicht die Reaktion 
in 30 Minuten das Maximum der Verfairbung, das einige Tage im Lichte 
oder im Dunkeln unverandert bleibt. Diesen Umstand erachte ich fiir sehr 
wichtig, da man sich so eine konstante Skala fiir die Tropéolinreaktion 
bereiten kann. 


3. Die Konzentration des Farbstoffs. 


Bereits in friiheren Versuchen bemerkte ich, daB bei hGheren Magnesium- 
konzentrationen fast aller Farbstoff gefaillt wurde, so daB zwischen 1,0 
und 2,0mg Mg keine sichtbare Differenz war. Dafiir war der Unterschied 
zwischen 0,5, 0,05 und 0,04 mg Mg bei demselben Versuch frappant. Ich 
schloB daraus, daB das Magnesium den Farbstoff fallt und daB8 ein be- 
stimmtes Verhiltnis zwischen dem Magnesiumgehalt und Tropdéolin inne- 
gehalten werden muB. 


In weiteren Versuchen fallte ich 0,1 mg Mg mit steigenden Mengen 
Tropéolin. Es zeigte sich, daB von 0,2 ccm Tropéolin an jede weitere 
Menge Tropéolin eine intensive Verfarbung verursacht, oder, daB daher 
auf 0,1 mg Mg 0,2ccem Tropéolin verbraucht werden. Ein zu grober Uber- 
schuB8 an Farbstoff ist nicht zum Vorteil der Reaktion, da dann die 
Aufhellung nicht sichtbar ist. Gleichfalls hindert eine zu geringe Menge 
die Genauigkeit der Reaktion. 
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4. Die Reaktion des M ittelgrundes. 


Tropéolin 00 ist ein ziemlich guter Indikator auf Anwesenheit \ 
Saéuren. Die gelbe Farbe bleibt unverandert bei einer Reaktion bis py — 7,6 
von py 6,0 an tritt ein rétlicher Ton auf, der bei py 4,0 karminrot bleib; 
Diese Eigenschaft lieBe sich auch beim Vergleich der Magnesiummenge, 
ausniitzen, da die roten Farbt6éne markanter sind, man miibte jedoch de; 
Vergleich bei konstantem pg durchfiihren. 

Um den EinfluB der Reaktion (py) bei der Magnesiumfallung mi; 
Tropaéolin zu priifen, fiihrte ich eine Reihe von Versuchen mit konstant: 
Mengen (0,1 mg) Mg folgendermaBen aus: In die erste Eprouvette gab ic) 
einen Tropfen konzentrierten Ammoniaks, in die zweite fiinf Tropfe: 
10%iges, in die dritte einen Tropfen desselben, in die vierte nichts, i; 
die fiinfte einen Tropfen Oxalséure, in die sechste fiinf Tropfen derse|be: 
in die siebente zwei Tropfen Schwefelséure und in die achte zehn Tropfe: 
derselben. Dann fiigte ich gleiche Mengen Tropéolin hinzu, nach 1 Stun 
wurden die sauer reagierenden Eprouvetten mit Ammoniak neutralisier 
und alle auf ein gleiches Volumen aufgefiillt. 

Der Erfolg war, daB an beiden Enden der Reihe iiberhaupt kein: 
Reaktion eintrat; je niher dem Neutralpunkt, desto gréBer war die Auf 
hellung, die ihr Maximum bei pg 7,0 erreicht. Es ist daher klar, dai be 
neutraler bis ein wenig alkalischer Reaktion (pq 7,5) Magnesium dure! 
Tropaéolin am besten gefallt wird. Die Kontrolle des pg erfolgte durch den 
Universalindikator B. D. H. 


5. Die Anwesenheit verschiedener Elektrolyte bei der Reaktion. 


In eine Reihe Eprouvetten gab ich Lésungen von Calcium-, Bariwn 


und Strontiumsalzen, fiigte tiberall drei Tropfen Tropéolin hinzu und 


verdiinnte alle Lésungen auf ein gleiches Volumen. Ca” wies eine ahnliche 
Reaktion auf wie Mg”; wahrend aber bei der Magnesiumreaktion di 
Farbintensitét nachlaBt, bis ein bestimmter Farbton erreicht ist, bleibt 
bei der Calciumreaktion die Farbtiefe unverandert. Eine eigenartige Er 
scheinung zeigt sich bei Anwesenheit von Sulfaten. Calciumsulfat (Gips 
wasser) fallt Tropéolin recht stark; sobald man aber die Lésung auf eir 
Volumen von etwa 5ccm verdiinnt, lést sich das gesamte ausgefiillt 
Tropaolin innerhalb 10 Minuten auf und die Farbintensitét stimmt mit 
der Kontrolle iiberein. Barium und Strontium iiben keinen sichtbaret 
EinfluB auf Tropaéolin aus. 

Alsdann priifte ich in ahnlicher Weise Sulfatlésungen von Zink, Alu 
minium, Eisen und stellte dabei fest, daB Tropéolin mit diesen iiberhaupt 
nicht reagiert. Die Alkalisalze Kalium-, Natrium- und Ammoniumchlori 
geben mit Tropéolin gar keine Reaktion bis zu einer Konzentration vor 
5°,4. Oberhalb dieser Konzentration wird Tropaéolin 00 bereits ausgesalzen 
Sulfate iiben eine &hnliche Wirkung aus. Ich untersuchte ferner, welch 


Rolle die Gegenwart alkalischer Phosphate bei der Mg™-Fallung spielt. 


und stellte fest, daB diese von sich aus ohne Wirkung auf Tropéolin sin! 
Sodann studierte ich den EinfluB der oben angegebenen Salze au! 
die Faéllung von Mg” mit Tropéolin. Die Alkalisulfate Na,SO, w 
(NH,),SO, in 1% iger Lésung hemmen den Reaktionsverlauf; K,SO, abe: 
fast gar nicht. Daher priifte ich quantitativ den Einflu8 der Alkalisulfat 
auf die Reaktion des Tropéolins mit Magnesium und fand, daf sich |» 
Anwesenheit von 1°, dieser Salze mit Hilje dieser Reaktion */ 9, mg Magnesivy 
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deutlich nachweisen laBt. Je qgeringer jedoch der Salzzusatz ist, desto 
mplindlicher ist die Reaktion; in reinen Magnesiumlésungen gibt noch 
0.001 mq Mg einen so deutlichen Unterschied wie 0,01 mg in Gegenwart von 
Salen. Dabei konnte wieder bestatigt werden, daB Kaliumsulfat die 
Reaktion nicht so hemmt wie dquivalente Ammonium- und Natrium- 
gsungen. 

Die Anwesenheit von Ca” stért die Reaktion iiberhaupt nicht, weil 
nach der Verdiinnung der Fliissigkeit auf 5 cem das durch Calcium gefillte 
fropaolin sich list. Uberdies suchte ich den EinfluB8 von Ca” so aus- 
zuschalten, daB ich der Lésung etwas Ammoniumoxalat zufiigte, wodurch 
las Caleium ausgefallt wurde. Im Filtrat oder Zentrifugat waren dann 
Hundertstel Milligramme Mg” gut erkennbar. Je gréBer der Zusatz von 
xalsaurem Ammonium, desto schwacher ist die Fallung des Tropéolins 
mit Magnesium. 

Zink, Aluminium und auch Eisen verhindern die Reaktion im aill- 
yemeinen nicht, obwohl bei zu konzentrierten Lésungen des dreiwertigen 
Eisens die Farbung eine genaue Ablesung unmdglich macht. 


6. Die Genauigkeit der Ablesung. 


Fiir die richtige Ablesung ist es vor allem notwendig, dab die Lésungen 
vollkommen klar sind. Eine noch so schwache Triibung verringert die 
Genauigkeit der Farbenabschatzung. Die gelben Farbténe differenzieren 
sich sehr gut, wenn man die Eprouvetten gegen gelbes Glas oder gelbes 
eventuell einigemal umgelegtes Gelatinepapier betrachtet. Man erreicht 
hierdurch eine so groBe Empfindlichkeit, daB man 0,2 ccm Tropéolin in 
Lésungen von 5, 7 und 9cem Wasser deutlich unterscheidet. Eine derart 
eingerichtete Skala ist vollkommen bestandig, und man kann sie zum 
Vergleich der Tropéolinreaktionen mit Magnesium gebrauchen. So stellte 
ich fest, daB in Anwesenheit einer gréBeren Menge von Alkalisalzen 0,01 mg 
Mg” ein bis zwei Stufen entspricht; sind die Salze nicht zugegen, gleicht 
eine Stufe 0,001 mg Magnesium. 

Zur Feststellung der Farbténe verwendete ich das Kolorimeter von 
Duboseq; man erzielt ganz leicht eine Genauigkeit von 0,5 mm und kann 
es auch anstatt der Skala gebrauchen. Die Differenzen zwischen den ein- 
zelnen Hundertsteln betragen bei richtiger Ausfiihrung der Versuche einige 
Millimeter und sind ganz regelmaBig. Man kann eine Standardlésung 
von 0,2cem Tropéolin in 5cem Wasser zum Vergleich der Reaktionen 
benutzen. Ein Nachteil dieser Arbeitsweise liegt aber darin, daB man bei 
jeder weiteren Reaktion das GefaB aus dem Apparat immer sorgféltig 
reinigen und austrocknen mu8B. Bequemer ist das Arbeiten mit dem Kolori- 
meter von Aulenrieth: Man fiillt das Reserveprisma mit einer Lésung von 
0,2cem Tropéolin in 5cem Wasser, und in das GefaBchen gibt man die 
klare Reaktionslésung nach der Magnesiumfallung. Auch hier gibt sich 
0,01 mg Mg als eine Differenz von wenigstens | mm zu erkennen. 


2. Einige Versuche zur praktischen Anwendung der Tropiolin-Magnesium- 
reaktion. 


Aus den durchgefiihrten Versuchen ergibt sich, daB man die Tro- 
paolinreaktion auch zur genauen quantitativen Magnesiumbestimmung 
im Plasma und KoOrperfliissigkeiten anwenden kann. Es ist erwiesen, dab 
man mit Tropéolin 0,001 mg Mg deutlich nachweisen kann, wenn die 
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Reaktion bei pq etwa = 7,0 durchgefiihrt wird und wenn méglichst 
andere Salze zugegen sind. 

Ich unternahm einige Versuche und bemiihte mich, die Beding 
méglichst genau auszuarbeiten. 


Versuche. 


In einige Porzellantiegel wog ich gleiche Mengen von etwa lg «4 
fibrinierten Blutes ein und suchte die beste Art der Veraschung zu er 
mitteln. 

1. Der Tiegel mit Blut wurde im Trockenschrank bei 110° getrockne: 
und darauf die Veraschung sorgfaltig am Bunsenbrenner ausgefiihrt. Das 
Trocknen dauerte etwa 30 Minuten, das Veraschen ebensolange, wobej 
ich den Tiegel zweimal abkiihlen lieB und die verkohlten Reste mit cesti! 
liertem Wasser bespritzte, wiederum trocknete und bis zur WeiBglut erhitzte, 
so daB sich die Veraschung auf fast 2 Stunden erstreckte. 

2. Das Trocknen erfolgte auf einer elektrischen Heizflache bei etwa 
120°; nach 10 Minuten bildete sich im Tiegel eine trockene Haut, worauf 
ich den Tiegel in einen elektrischen Tiegelofen stellte, der allmahlich zum 
Gliihen gebracht wurde. Bereits nach 20 Minuten erhielt ich eine feine, 
graue Asche, die ich nach dem Abkiihlen mit Wasser bespritzte und noch. 
mals ausgliihte, worauf sie wei wurde und nur stellenweise von Eisen 
rostig gefarbt war. 

3. Nachdem das Blut auf der Heizplatte getrocknet war, gab ich in 
den Tiegel drei Tropfen konzentrierte Schwefelsiure und vergliihte die 
Mischung allméhlich iiber dem Bunsenbrenner, worauf ich bereits nach 
30 Minuten eine weibe, etwas rétliche Asche erhielt. 

4. Die Schwefelséure gab ich sofort zum rohen Blute hinzu und riihrte 
die Mischung durch, worauf sie schwarz wurde; alsdann trocknete ich die 
Mischung 10 Minuten auf der Heizplatte und gliihte sie wihrend 15 Minuten 
im Tiegelofen, was zur vollkommenen Veraschung geniigte. 

Aus den Versuchen sieht man, daB die schnellste und dékonomischst 
Veraschung diejenige des letzten Versuches ist; ich wende sie daher bei meiner 
weiteren Arbeit an. 

Bei dieser Mineralisierungsmethode hinterbleiben in der Asche Alkali- 
sulfate (K, Na) sowie Sulfate der Erdalkalien (Ca, Mg), die anderen Metalle 
bleiben als Oxyde zuriick (Fe,O,, Al,O,, CuO usw.). Diese Methode kénnte 
daher auch als eine gute Art der Trennung des Magnesiums von den anderen 
Metallen, auBer von Alkali, dienen. 

Mit Hilfe der Tropaéclinreaktion fiihrte ich eine Reihe von Versuchen 
aus: Porzellantiegel von etwa 10 ccm Inhalt wurden gewogen, das zu 
priifende Serum oder Blut hinzugefiigt und wiederum gewogen. Bei den 
ersten Versuchen erfolgte die Wagung mit einer Genauigkeit von Milli- 
grammen, aber wahrend der Arbeit stellte ich fest, daB das Abwagen auf 
einer empfindlichen Apothekenwage auf + 0,01 g bei 1 bis 2g Material 
eine mehr als ausreichende Genauigkeit darstellt, denn durch das Abwagen 
wird ein Fehler von etwa 1% hervorgerufen, wahrend die empfindlichste 
Methode von Kramer-Tisdall mit einem Fehler von mindestens 5% arbeitet 
Zum Material wurden zwei bis drei Tropfen konzentrierter Schwefelsiure 
zugefiigt. Eine gréBere Menge zuzugeben, ist iiberfliissig, denn dadurch 
beschleunigt man die Arbeit schon nicht mehr. Nach griindlichem Durch- 
mischen stellte ich die Tiegel auf eine bis 110° erhitzte elektrische Heizplatte, 
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wobei die Mischung schwarz und diinnfliissig wurde. Nach Erhéhung der 
Temperatur tritt bald Verkohlung ein, wonach der Tiegel zuerst an der 
milden, dann an der scharfen Flamme oder im Tiegelofen gegliiht wird. 
Auf diese Weise erhielt ich aus dem Blute die Asche etwas rostig gefarbt, 
sus dem Plasma und Serum vollkommen weiB. 

Zunachst suchte ich die Gegenwart von Mg” durch Tropéolin direkt 
festzustellen, und zwar auf folgende Weise: 

Zu den Aschen gab ich etwa 1 cem destilliertes Wasser und mischte 
alles mit einem am Ende mit einer dickwandigen Kautschukroéhre ver- 
szhenen Glasstabchen, damit man die Mischung gut reiben kann. Dann 
vos ich die Mischung in die Eprouvetten aus und spiilte noch zweimal 
ien Tiegel aus. Darauf setzte ich Tropéolin zu, verdiinnte auf 5ecm und 
lie8 die Mischung 24 Stunden stehen. Am zweiten Tage verglich ich die 
Nuancen mit der Standardskala und stellte fest: Uberall, bereits von 4 g 
an bis 2g Material, bemerkt man eine Abschwachung der Farbintensitat, 
ber die genaue Ablesung wird in einigen Eprouvetten durch eine standige 
[ribung verhindert, die sich weder durch Sedimentation noch durch 
Zentrifugieren beseitigen laBt. Beim Filtrieren fand ich, daB auf dem Filter 
weh ein Teil des Farbstoffs bleibt, so daB eine unregelmaéBige Aufhellung 
ler Lésung entsteht. 





Tiegel Nr. I ll ill IV Vv 

6647¢ 15967¢ 16,67 g¢ 15,65 g 16,37 g 

17,791 ¢g 16.985 g¢ 17,67 ¢ 17,69 g 19,49 g 
1.144 ¢ 1,018 g 0.99 g 2.04 ¢ 31l¢g 


Die Aufhellung gegeniiber der Kontrolle betragt bei den ersten drei 
Proben etwa 1°, bei der vierten mehr, bei der fiinften am meisten. Eine 
exakte Ablesung war jedoch wegen der dauernden Triibung nicht méglich. 


Versuch zur Beseitigung der Triibung. 


Da sich die Triibung als ein so erschwerender Umstand erwiesen hatte, 
suchte ich sie dadurch zu beheben, daB8 ich in einer Reihe neuer Proben 
die Asche in Wasser und oxalsaurem Ammonium ldéste, die Mischung 
filtrierte, dreimal mit einem gleichen Quantum Wasser durchspiilte, das 
Filtrat auf einer schwach erwirmten Heizplatte eindampfte und dann 
gliihte. Den Riickstand léste ich nochmals in wenig Wasser, zentrifugierte 
bzw. filtrierte die Lésung und brachte sie in die Eprouvetten zur Tropéolin- 
reaktion. Diese wurde wie oben angegeben ausgefiihrt. Es resultierten 
wirklich klare Lésungen, die eine genauere Ablesung bis zum dritten Grade 
der Skala erlaubten. 

In dieser Modifikation erméglichte die Methode daher eine Abschatzung 
jer Magnesiumanwesenheit in Grenzen von 0,01 mg Mg. 


Versuche zur Erhéhung der Empfindlichkeitsgrenze der Tropdolinreaktion. 


In weiteren Versuchen suchte ich das Verfahren zu verbessern. Vor 
allem liegt wohl der Fehler darin, da8 zu geringe Mengen Magnesium in zu 
groBer Verdiinnung mit Tropéolin eine hinreichend deutliche Reaktion 
nicht geben kénnen. Ich stellte mir nun eine Lésung von Magnesiumsulfat 


5* 
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her, die in 1 cem 0,01 mg Mg enthielt. In eine Eprouvette gab ich | eo 
dieser Lésung, in die andere 1 cem einer zehnmal staérkeren Lésung. 7 
beiden setzte ich 0,2cem Tropéolin hinzu, vermischte den Inhalt 
verdiinnte nach '/, Stunde auf 5cem. Beim Vergleich der Farbténe ko, 
ich tiberhaupt keine Differenz feststellen. 


Der Versuch wurde so wiederholt, daB zur gleichen Menge Wass 
stets kleinere Mengen Magnesium gegeben wurden, bis man wirklich sa} 
daB bei 0,005 mg Mg auf 1 ccm Wasser noch eine genaue Reaktion eint rit; 
In gréBerer Verdiinnung (schon in 2 cem) fallt das Magnesium aber nich; 
vollkommen, so daB die Eprouvette dunkler bleibt. 

Weiter bemerkte ich, daB die Farbténe sich andern, wenn diese Eprou 
vetten nach der Verdiinnung 24 Stunden stehen bleiben: Die Glaser mit 
den konzentrierteren Lésungen werden ein wenig, aber doch sichtlic} 
dunkler, die Glaser mit den schwacheren Konzentrationen werden heller, 
wodurech sich die anfangliche Differenz vermindert; ein voller Ausgleic} 
erfolgt jedoch nicht. 

Auf Grund dieser Versuche kam ich zu der Uberzeugung, dal sic! 
Mg” in der Organasche besser feststellen laBt, wenn man zum Auslauge: 
der Asche mdéglichst wenig Fliissigkeit verwendet, um die Magnesiun 
konzentration méglichst hoch zu halten. Infolgedessen gab ich das Tro 
paolin direkt in die Tiegel, namlich nach dem Durchmischen der Asch, 
mit 44cem Wasser; ich lieB es darauf 1 Stunde stehen, verdiinnte auf 5cen 
vermischte wieder und goB nach | Stunde in die Eprouvetten zum Verzgleic! 
der Farbnuancen aus. Die Triibung entfernte ich entweder durch Zen 
trifugieren oder durch Sedimentation. Es zeigte sich, daB in den so bx 
handelten Proben die Triibung fast vollkommen verschwand und di 
Resultate auch besser waren. 





Tiegel Nr. I Il . Ill 
10,99 g 11,62 ¢ 12,68 g 
12,30 g 13,56 15,50 ¢ 

140¢ 1,94 g¢ 2,82 g 


Die Asche wurde mit '%cem Wasser behandelt, dazu 0,2 cem Tro 
paolin gegeben, nach % Stunde auf 5cem verdiinnt, nach abermals 
30 Minuten ein Teil abzentrifugiert und ein Teil filtriert. Nach der Skala 
hat die erste Probe 1,2°, die zweite Probe 1,5° und die dritte Probe 1,3" 


Quantitative Bestimmung des Magnesiums mit Hilfe der Tropdolinreaktio 
nach dem Prinzip von Lorber. 

Unter Vernachlassigung der bereits erwaihnten Verbesserung unter 

suchte ich noch die Tropaéolinreaktion zur quantitativen Bestimmung es 
Magnesiums in der Asche von Kérperfliissigkeiten. 


Man kann die Asche in zwei gleiche Portionen teilen, zur einen ein 
bestimmte Menge Magnesium geben, die andere ohne Zusatz lassen, di 
Tropéolinreaktion ausfiihren und die den beiden Teilen entsprechender 
Farbnuancen ablesen. In Graden unserer Skala ausgedriickt, stellen wit 
in der Differenz zwischen den beiden Proben fest, wieviel Graden die zu 
gegebene Menge Magnesium entspricht. Auf diese Weise lat sich unsere 
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Skala kalibrieren, denn hier fallt das zugesetzte Magnesium unter gleichen 
Bedingungen wie das Mg der Asche, so daB man eine quantitative Ab- 
shatzung gewinnt. 

Mathematisch behandelt Lorber (18) dieses Prinzip, und seine Formeln 
konnen auch wir bei der Berechnung der Magnesiummenge anwenden. 





Fiihren wir die Reaktionen, wie eben erwahnt, mit der halben Menge 

ler Asche aus, so ist 
4, 2 mg Mg = a-Grad unserer Skala; 
m zweiten Falle fiigen wir 4% mg Mg zu und erhalten 
14 amg Mg + % mg Mg b-Grad unserer Skala. 
Beide Gleichungen kann man nach Lorber in eine Proportion bringen, 
welche lautet : 
4,2: % mg Mg = a: (b— a), 


somiut 
a 0,01 mg Mg. 
b —<é¢@ 


Wenn man den Gehalt an Milligrammen Mg ausrechnen will, so multi- 
pliziert man die GréBe mit dem Quotienten: 


100 


(Die Menge des abgewogenen Materials in Grammen) 





Die folgenden Beispiele zeigen, bis zu welchem Grade die Ergebnisse 
unserer kolorimetrischen Methode durch Anwendung dieser beiden Prinzipien 
genauer werden. 





Tiegel Nr. I Il il IV 
15,13 ¢ 1541 g 16,40 ¢ 16,40 g 
17,26 ¢ 17,50 g 17,50 ¢ 17,54 ¢ 
213 ¢ 2.09 g 110¢g 1,14 ¢ Blutserum 


Die Reaktionen wurden wie oben angegeben durchgefiihrt, und es 
ergab sich: 


ee eee , l,i 10 8 2,0 2,5 
Desai 2c ; 2,7 2,2 3,5 4,0 
b Oye ar 1,4 1,2 1,5 1,5 


Rechnet man nach der oben angefiihrten Formel auf Milligramm- 
prozente Mg um, wozu man gut die logarithmische Regel verwenden kann, 
so erhalt man pro 100g Serum: 


fiir Budh ko we «x ave, Rea ae 
mw eee? ee Mm eS "Be 
a i. 's a6 ee” os. ee 
, SLO Ir eraayey §  e 


Vergleicht man diese Ergebnisse untereinander, so sieht man, daB 
sie sich einander nahern und daB der Mittelwert 1,32°, den Literatur- 
angaben iiber die Magnesiummenge im Pferdeblut entspricht, obgleich 
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man berticksichtigen mub, daB die Werte im allgemeinen auf 100 cer ap Dat 
gegeben werden, was dem Gewicht nach mehr ist als die hier dupe} gab 
gerechneten 100 g. 5 

Die Differenz (b a) gibt an, wie die zu verschiedenen Asche) z 
gegebenen 0,005 mg Mg fallen. Dieser Wert sollte iiberall gleich sein, wi, 


sehen jedoch, daB8 er in Zehnteln variiert, was man entweder durch dj Lev 
Anwesenheit verschiedener Mengen léslicher Salze in einzelnen Probe; Met 
oder auch durch das ein wenig geaénderte pq erkliren kann. Mégliche Nal: 


weise kann hierbei auch die Masse der Tiegel eine Rolle spielen. 

Zur Kontrolle fiihrte ich noch eine Reihe von Analysen durch, der 
Ergebnisse anzufiihren sich eriibrigt. Es wurde folgendes ermittelt: Wer 
die Veraschung mit Schwefelséure nach der urspriinglichen Vorschriit JJ jen 
ausgefiihrt wird, gibt die Asche von Serum, Blut usw. bis zu 0,5 ¢, i) hef 
Vergleich mit der Kontrolle eine deutliche Aufhellung mit Tropao) 
Die zugefiigten 0,005 mg Mg geben auf unserer Skala eine Differenz yi 
etwa 1,5°. Sind mehr lésliche Salze zugegen, so aéndert sich die Empfindlict 
keit gegeniiber Magnesium im negativen Sinne. Sollte es gelingen, di 
Menge der léslichen Salze zu vermindern, so wird die Reaktion viel deut 
licher; 0,005 mg Mg entsprechen 5 bis 6 Graden der Skala, wenn kein 
Salze anwesend sind. Um die Arbeit nicht zu komplizieren, habe ich nicht 
ermittelt, inwieweit sich eine Vervollkommnung der Reaktion erreicher 
14Bt, wenn man die Salze aus der Lésung etnfernt. Zur praktischen A) 
wendung geniigen meines Erachtens die bisher erreichten Erfolge. 


Die Anwesenheit organischer Lésungsmittel. 


Ich gebe noch eine Reihe von Versuchen wieder, mit denen ich eu» 
Verstarkung der Tropéolinreaktion erreichen wollte. Vor allem priift 
ich, ob durch die Anwesenheit organischer Lésungsmittel die Reaktior 
nicht verbessert wird, aber es zeigte sich, daB Methyl-, Athyl- und Amy! 
alkohol die Fallung des Magnesiums durch Tropéolin iiberhaupt ver 
hindern, ebenfalls Aceton und Pyridin. Dann versuchte ich, ob die Reakt io 
in Anwesenheit von Ammoniak oder Kali- bzw. Natronlauge nicht deut 
licher ware. Sobald jedoch das py 7,0 iiberschritten wurde, trat eher ein 
Auflésung als die Fallung des Magnesiums durch Tropéolin ein. <Aucl 
die Anwesenheit von Oxalaten, Tartraten und Acetaten steht dem Verlaui Re 
der Reaktion im Wege. 


mi 

9« 

Die Erhéhung der Mg-Konzentration. vi 

Liat 

Zuletzt suchte ich, um die Reaktion unter Innehaltung einfach eil 
Manipulationen zu verbessern, die Empfindlichkeit durch Heraufsetzwig 

der Magnesiumkonzentration zu erhéhen. 3 

Eine Lésung, die Magnesium bei Gegenwart anderer Salze enthielt wi 

wurde mit 0,2 cem Tropéolin auf der Heizplatte bei etwa 90° abgedamprtt. ut 

Gleichzeitig unternahm ich Versuche mit Blutserum, das ich wie gewéhnlich be 

veraschte, indem ich die Asche mit %cem Wasser vermischte, 0,2 cen di 

Tropaolin zufiigte und die Mischung zur Trockne verdampfte. In anderen w 

Proben wog ich zweimal Serum ab und verrieb die Asche mit 1 cem Wasser; om 

nach etwa '/,stiindigem Auslaugen und Vermischen saugte ich 44 cen d 


des Inhalts in einen anderen Tiegel, wohinein ich noch 0,005 mg Mg gab vi 
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Dan! fiihrte ich die Tropaéolinreaktion aus, lieB die Mischung austrocknen. 
va» |eem Wasser zu, vermischte und verdiinnte nach 10 Minuten auf 
secrn. nach weiteren 10 Minuten goB ich in die Zentrifugierréhrehen und 
rntrifugierte scharf ab. 

Dann gab ich alles in die Eprouvetten und verglich mit der Skala. 
leider gelang auch hier nicht die beabsichtigte Vervollkommnung der 
Methode, es bleibt somit nur der oben angegebene Weg, d. h. die léslichen 
Salze aus der Reaktion zu entfernen. 


Kritik, Formulierung des Arbeitsganges, notige Einrichtung. 

Die Tropéolinmethode der Magnesiumbestimmung bietet gegeniiber 
den bisher bekannten Methoden in einer kurzen Zeit mit einfachen Mitteln 
hefriedigende Erfolge. 

Zur Ausfiihrung braucht man: 

1. 0,1°,ige Lésung von Tropéolin 00; die Lésung muB ganz klar sein. 

2. Konzentrierte Schwefelséure. 

3. Eine Lésung von Magnesiumsulfat; 0,1013g¢ kristallisiertes Ma- 
gnesiumsulfat in 1 Liter destillierten Wassers. 1 ccm Lésung ent 
spricht 0,01 mg Magnesium. 


4. Mindestens zwei Pipetten zu l ccm, geteilt in Hundertstel. 


5. Mehrere Eprouvetten gleichen Kalibers aus vollkommen reinem 
Glase. 
6. Mehrere Porzellantiegel, etwa 20 ccm. 
Apothekerwage, fein. 
8. Tiegelofen, elektrische Heizplatte, Bunsenbrenner. 
9. Glasstabchen mit einem Stiickchen dickwandiger Kautschukréhre 
am Ende. 

10. Eine gelbe Glasscheibe oder gelbes Gelatinepapier. 

11. Eprouvettenstative. 

12. Eine Handzentrifuge. 

Zuniichst stellt man sich die Skala auf folgende Weise her: In eine 
Reihe Eprouvetten pipettiert man 0,2 ccm Tropéolinlésung ab und fiillt 
mit destilliertem Wasser derart nach, daB Nr.1 5ccm, Nr.2 7 cem, Nr. 3 
§ceem enthalt. Nach der Vermischung gieBt man aus den Eprouvetten so 
viel Fliissigkeit aus, daB sich in allen 5ccm befinden. Dann verstépselt 
man die Glaser, paraffiniert sie eventuell und versieht jedes einzelne mit 
einer Nummer. 

In den Tiegel waigt man etwa I g Material zur Probe, gibt 2 bis 
3 Tropfen Schwefelsiure hinzu und erwirmt auf der Heizplatte auf 120°, 
wobei die Mischung abdampft und langsam schwarz wird. (Serum, Plasma 
und Blut gerinnen zunachst nach Zusatz der Schwefelsiure, werden aber 
beim Erwiairmen wieder fliissig. Man muB8 infolgedessen langsam erwarmen, 
damit die Fliissigkeit nicht aus dem Tiegel herausspritzt.) Die Temperatur 
wird nun erhéht und man gliiht die Mischung entweder in einem Tiegelofen 
oder tiber dem Bunsenbrenner bis zur Rotglut. Nach dem Auskiihlen 
der Asche gibt man 0,5cem Wasser und 0,2 ccm Tropdéolinlésung hinzu, 
verreibt tiichtig mit Hilfe des Glasstébchens mit Kautschuk und 1lAbt 
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stehen. Nach 4, Stunde verdiinnt man auf 5cem, vermischt und |ip; 
10 Minuten zentrifugieren. Darauf gieBt man die Fliissigkeit in die EK) jr 
vette ab und vergleicht mit der Skala; wenn man die Probe gegen eing 
weiBe Fliche mit der Skala durch ein gelbes Glas oder gelbes Gelating 
papier vergleicht, so kann man noch ein Viertel Farbton zwischen de, 
Graden ablesen. 


Die Skala kalibriert man folgendermaBen: Zur Asche aus gleiche; 
Menge Material gibt man 0,5 (oder 1,0) cem Magnesiumsulfatlésung, dij. 
in leem 0,01 mg Mg enthalt, dann 0,2 cem Tropaolin 00, laBt 4% Stun 
stehen, verdiinnt auf 5ccem, vermischt, gieBt in die Zentrifugenréhrehen. 
zentrifugiert 10 Minuten scharf, gieBt sodann aus und vergleicht die Farh 
téne. Die Eprouvette, die mehr Magnesium enthalt (+ 0,005 oder + 0,0)), 
hat einen tieferen Farbton, der etwa | bis 2° der Skala pro 0,01 mg My 
entspricht. 


Zusammenfassung. 


1. Tropdolin 00 fallt das Magnesiumion aus seinen Lésunge) 


2. Die Bedingungen der Reaktion sind: 


a) Die Konzentration des Magnesiums. Noch 0,01 mg Mg in 1 cen 
Wasser ergeben eine sehr deutliche Reaktion. 


b) Die Zeitdauer der Reaktion. In 30 Minuten erreicht sie das 
Maximum. 


c) Die Menge des Tropiolins und Magnesiums in der Lésung 
Die beste Zusammensetzung ist 2cem 0,1°,iger Tropiolinlésung auf 
1 mg Magnesium. 


d) Die Reaktion des Mittelgrundes. Innerhalb py 6,8 bis 7,00 bei 
Abwesenheit anderer Salze 1aBt sich bis 0,001 mg Mg nachweisen 


e) Anwesenheit von Elektrolyten. Je mehr Alkalien anwesen¢ 
sind, desto weniger deutlich wird die Reaktion. Am wenigsten hemme) 
Sulfate und vor allem Kaliumsulfat, 2m meisten Phosphete und darunter 
Natriumphosphat. 


3. Andere Salze und Erdalkalien reagieren mit Tropaolin nicht 
nur in stark konzentrierten Lésungen und nach der Verdiinnung list 
sich der Niederschlag wieder auf. 


4. Der gréBte Teil der Schwermetallsalze, auBer den farbige: 
stért die Tropiolinreaktion nicht. 


} 


5. Die Anwesenheit organischer Lésungsmittel verhindert i 
Reaktion. 


6. Der Arbeitsgang der Methode wird beschrieben, mit der man 
sehr rasch mit geniigender Genauigkeit in kleinen Mengen von Serum 
Plasma, Blut und Gewebe die Magnesiummenge mit Hilfe der Tropaolin 
reaktion abschatzen kann. 
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Gleichzeitige Protease- und Reststickstoffbestimmung im Blute. 


Von 
lt. Himmerich. 


(Aus dem  physiologisch -chemischen Laboratorium des _ staatliche 
Forschungsinstituts fiir Mutter- und Saéuglingsschutz in Moskau.) 


(Eingegangen am 5.Oktober 1927.) 


Das immer mehr zunehmende Interesse am Studium der Blut 
fermente hatte zur natiirlichen Folge, daB entsprechende Bestimmungs 
methoden auftauchten. Unter den Mikromethoden der Protease 
bestimmung erfreute sich in den letzten Jahren in RuBland groBe: 
Verbreitung die Methode von Bach und Subkowa (1). 


Die proteolytische Kraft des Blutes soll nach dieser Methode an de: 
Verringerung der Katalaseaktivitat. welche die Blutlésung nach ein 
stiindigem Stehen im Brutschrank erleidet, gemessen werden. Will mar 
auch die mit negativem Resultat verlaufenen Verdauungsversuche mit 
Trypsin, wie sie Steppuhn und Timofejewa (2) an Blutlésungen anstellten 
nicht fiir voll beweisend betrachten, so bleibt doch ein unangenehme: 
Umstand bestehen, daB8 wir es hier namlich mit einer indirekten Be 
stunmungsmethode zu tun haben. 


Von diesen Uberlegungen ausgehend, hat mir Herr Prof. WI. Ir 
Skworzow im Jahre 1925 nahegelegt, zu versuchen, die Protease 
wirkung des Blutes, ahnlich wie Jobling (3), mittels Autolyse zu be 
stimmen, und zwar derart, daB in 0,1 ccm Blut gleichzeitig auch der 
Reststickstoff mitbestimmt wiirde. 


Jobling schlug bekanntlich vor, die proteolytische Kraft des Blut 
serums an dem Reststickstoffzuwachs zu messen, welcher im Verlauf vie! 
stiindiger Autolyse, die durch Schiitteln mit Chloroform in Gang gesetzt 
wird, entsteht. Nach Jobling, Delezenne, Yamakava, Okubo und anderet 
Autoren (4) soll durch das Schiitteln des Serums mit Chloroform au: 
ersterem eine die Wirkung der Proteasen hemmende Substanz entfernt 
werden; diese hypothetische Substanz wurde mit dem Namen ,,Anti 
trypsin’ belegt. Auf Grund seiner Versuche mit Petersen identifiziert« 
Jobling das Antitrypsin mit ungesattigten Fettsiuren. Er fiigte einer 
Trypsinlésung Natriumoleat zu, stellte dieses Gemenge auf 1% Stunde 
in den Brutschrank und gab dann eine Caseinlésung hinzu. Nach einigen 
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en Stehens im Brutschrank wurde das Eiwei® gefallt und der Rest- 
ff im Filtrat bestimmt. Als Kontrolle wurde eine Trypsin-Casein- 
sung ohne Seife verwendet. Es zeigte sich nun, daB in den Proben mit Seife 
»mer weniger Reststickstoff gefunden wurde als in den Proben, die kein 
Natriumoleat enthielten. Von dieser Tatsache ausgehend, wurde nun von 
Inhling der SchluB gezogen, daB Natriumoleat die Wirkung des Trypsins 
homme. Seifen gesittigter und jodierter ungeséttigter Fetts&uren sollten 
hemmende Wirkung nicht mehr haben; diese Befunde wurden nun 
von Jobling und Mitarbeitern in einer Reihe weiterer Arbeiten zum Aufbau 
einer groBziigig angelegten Hypothese von der Bedeutung der ungesaéttigten 
Fettsduren in Physiologie und Pathologie weiterverarbeitet. Wie jedoch 
Nereiski (5) zeigen konnte, haben wir es in den Versuchen mit Natrium- 
leat nicht mit einer Trypsinhemmung, sondern mit einer durch die Seife 
verstarkten EjiweiGfallung zu tun; deswegen finden wir darm auch in den 
Proben mit Seife weniger Reststickstoff als in den Proben ohne Seife. Durch 
den Seifenzusatz wird auBer dem EiweiB auch noch das Trypsin teilweise 
yefallt. 

Die antitryptische Wirkung wurde auch den Lipoidstoffen des Blutes 
mgeschrieben', was jedoch von neueren Forschern bestritten wird. Teale 
und Bach (6) fanden z. B., daB die Entfernung aller Lipoidstoffe aus dem 
Blutserum auf dessen antitryptische Wirkung ohne EinfluB bleibt; Be- 
dingung ist dabei nur, daB die Léslichkeit der SerumeiweiBkérper nicht 
verandert wird. 

Hedin (4) denkt in bezug auf das Antitrypsin an eine spezifische 
Bindung des Ferments an das Serumeiwei8 (Albumin), hauptséchlich in 
Form der Adsorption; a&hnliche Ansichten werden von Peiffer (4), Teale 
und Bach (6) vertreten. Auch Schierge (7) zahit die antitryptische Wirkung 
des Blutserums zu den Kolloidreaktionen. Es gelang ihm, die Serum- 
proteasen dadurch zu aktivieren, daB er mit Hilfe von Alkohol die Hydra- 
tation und Dispersitét der SerumeiweiSkérper verringerte. Die ganze 
Proteaseaktivierung wiirde demnach also in einer Anderung des kolloidalen 
Gleichgewichts des Serums bestehen, ohne Entfernung eines besonderen 
Antiferments aus demselben. Diese kolloidchemische Auffassung scheint 
uns der Wahrheit am nachsten zu kommen. 

In bezug auf andere Ansichten und Details mu ich raumriicksichts- 
halber auf Oppenheimers Fermente (4) verweisen (§ 530, 542 bis 543, 555 
his 556, 577, 584 bis 586, 611, 617, 625 bis 634.) 

Vorliegende Arbeit handelt von der Bestimmung der proteolytischen 
Kraft und des Reststickstoffes des Blutes. Dazu gesellen sich noch 
verschiedene Nebenbefunde, welche sich im Verlaufe der Priifung 
unserer Methodik ansammelten. Auf die Frage nach der Bedeutung der 
Serumautolyse als Proteasebestimmungsmethode hoffe ich noch in 
einer spateren Abhandlung zuriickzukommen; dort gedenke ich dann auch 
etwas naher auf die Einwande einzugehen, welche L. und X. Utkin- 
Lijubowzow (8) gegen die Autolyse als Untersuchungsmethodik erheben 
Hier méchte ich nur auf zwei Momente hinweisen, die die Veréffent- 
lichung der von mir ausgearbeiteten Proteasebestimmung im Vollblut 


1 Naheres bei C. Oppenheimer, 1. c. 
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rechtfertigen kénnen: 1. durch unsere Methodik wird eine gleichzeitig, 
Bestimmung des Reststickstoffes und der proteolytischen Kraft ¢, 
Vollblutes erméglicht; 2. zur Bestimmung sind nur sehr kleine B)y 
mengen (0,l cem) erforderlich, was éftere Wiederholung der Unity 
suchung, auch im Verlaufe eines Tages, erméglicht. 


Die Methodik selbst gestaltet sich folgendermaBen: Aus dey 
Einstich auf der Fingerkuppe wird mit einer Mikropipette 0,1 com By: 
entnommen und in 1,4cem doppeltdestillierten Wassers, welches sic} 
in einem unten spitz zulaufenden Zentrifugenglas befindet, hineiy 
geblasen; die Pipette wird durch zwei- oder dreimaliges Aufsaugen der 
gewonnenen Blutlésung nachgewaschen. Aus den so erhaltenen 1,5 cen 
hamolysierten Blutes werden nun mit einer exakt kalibrierten Pipett, 
(Teilung '/,9,ccm) von 1 cem Inhalt 0,75 cem entnommen und in ei) 
anderes Zentrifugenglas tibergefiihrt. In beide Reagenzgliser kommey 
nun je 0,l.cem destillierten Chloroforms, wonach sie im Verlauf 
von 30 Sekunden ziemlich energisch geschiittelt werden; das Blu 
kommt dabei in kreisende Bewegungen. In das eine Reagenzglas kommen 
nun 0,75cem einer 6°%,igen Lésung von Trichloressigsiure, worauf 
das Glas mit einer gewéhnlichen Kork versehen, kurz geschiittel 


und: fetwa lO Mi. 1 hingestellt wird. Das andere Glas (die ander 
Hilfe des Blutes) wi einem Korkstopfen gut verschlossen und auf 
24 Stunden in den Bru ank (38°) gestellt. Die erste Probe wird nach 


etwa 10 Minuten langem Stehen bei 2000 bis 3000 Touren 1,5 bis 
2 Minuten lang zentrifugiert und in ein kleines, aus gutem Papier her- 
gestelltes Filter (Linge der Kante etwa 1,2 bis 1,5 em) abgegossen 
Aus dem erhaltenen Filtrat werden nun genau 0,5 ccm in ein Jenaer 
Glas (Lange etwa 18cm) iibergefiihrt und nach der von mir (9) modi- 
fizierten Methodik von Acel (10) verascht. Diese Bestimmung gibt uns 
den Reststickstoff des Blutes an; wir rechnen ihn, wie allgemein an 
genommen, in Milligramm Stickstoff auf 100 cem Blut um. 


Nach 24stiindigem Verweilen im Brutachrank wird die zweite 
Probe im Wasser abgekiihlt und genau wie die erste Probe behandelt 
Die Veraschung der Brutschrankprobe zeigt nun im Vergleich zur ersten 
Probe einen mehr oder weniger groBen Reststickstoffzuwachs an 
Dieser Zuwachs gibt uns ein MaB zur Messung der proteolytischen Kraft 
des Blutes und kann Proteasezah| genannt werden. Beispiel: Der Rest 
stickstoff wurde in der ersten Probe bestimmt Omg Stickstoff 
in 100cem Blut; in der Brutschrankprobe 130mg N in 100 cem 
Blut; hieraus Proteasezahl: 130 — 50 = 80mg N in 100cem Blut 


Zur Bestimmung der relativen Genauigkeit der Methodik wurden 
wiederholt von geniigenden Mengen (4,5 ccm) hamolysierten Blutes 
Parallelbestimmungen ausgefiihrt. Hier einige Beispiele: 
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Die Ubereinstimmung von Parallelbestimmungen ist demnach 
venigend gro$. Bei Entnahme von Parallelproben direkt aus dem 
Kinstich der Fingerkuppe wird die Differenz zwischen den erhaltenen 
Resultaten sich naturgemaB etwas gréBer gestalten. 

Im Gegensatz zu Jobling stellen wir als Vergleichskontrolle keine 
durch Kochen inaktivierte Blutprobe in den Brutschrank, sondern 
benutzen als solche die Reststickstoffbestimmung. Hier kénnen natiirlich 
Bedenken kommen, ob bei dem von uns beobachteten Reststickstoff- 
zuwachs auBer der durch Blutproteasen verursachten Autolyse nicht 
noch eine solche von Bakterien bewirkte im Spiele sei und dabei vielleicht 
noch in betriachtlichem Umfange. Es wurden daher in den Brutschrank 
Blutproben (wie iiberall, ist hier hamolysiertes Blut zu verstehen, und 
zwar im Verhaltnis 1: 15) mit und ohne Chlorof 1 gestellt. Wahrend 
nun in einem Falle die Proben mit Chlorotorr en Zuwachs < « Rest- 
stickstoff um 203°, und im anderen Faile r um 276,7%, zeigten, 
war bei den Proben ohne Chloroform entspr ud nur eine Vermehrung 
des Reststickstoffes um 3,4 und 4,1°% zu verzeichnen. 

Genannte Proben wurden ohne Einhaltung irgendwelcher be- 
sonderen aseptischen Kautelen angestellt, trotzdem fanden wir einen 
Stickstoffzuwachs, der noch in den Fehlergrenzen einer Mikromethodik 
liegt und daher nicht unbedingt als Folge von Bakterientatigkeit zu 
deuten ist. In den Proben mit Chloroform haben wir zudem in bezug 
auf Aseptik viel giinstigere Bedingungen. 

Trotzdem war es fiir uns von Interesse, eben erwihnte Versuche 
unter aseptischen Versuchsbedingungen zu wiederholen. Als des- 
infizierendes Mittel wahlten wir Fluornatrium (Kahlbaum). Um dabei 
une gleichzeitig einen Einblick in die Wirkung des Fluornatriums aut die 
: Autolyse einerseits und die Héhe des gefundenen Reststickstoffwertes 
a andererseits zu gewinnen, wurden aus demselben Standardblute parallel 
auch Proben ohne Fluornatrium aufgestellt. Die Versuchsanordnung 
war folgende: 0.4ccm Blut wurden in 3,6ccm doppeltdestillierten 
Wassers geblasen. Nach halbstiindiger Himolyse wurden 2,0 ccm der 
Blutlésung in ein anderes Zentrifugenglas tibertragen. Zur ersten Probe 
n kam 1,0 com Wasser, zur zweiten 1,0 cem einer 0,8 °,igen Fluornatrium- 
s lésung. Aus der ersten Probe (ohne NaF) wurde nun in zwei Zentri- 

fugierglaser je 0.75 ccm Blutlésung iibertragen; mit derselben Pipette 
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wurde aus der zweiten Probe in drei andere Zentrifugengliser aye) 
je 0,75cem Blutlésung tibertragen. In je einer von diesen zwei Probe 
arten wurde der Reststickstoff bestimmt, in je eine von ihnen kamey 
0,lcem Chloroform, wonach beide letzteren Proben zusammen yj; 
der tbrig gebliebenen fiinften Probe (mit Fluornatrium, aber oh» 
Chloroform) auf 24 Stunden in den Brutschrank kamen. 

Die Resultate von drei solchen Versuchen lassen wir hier folgey, 





Rest-N in mg N auf 100 ccm Blut 
Proteasezah.| 


0 


mit NaF Onne NaF 


Nach 24 Std Nach 


Ns-Zuwachs 
mit NaF und ohne 
in 


- - 24 Std Mit 
Sogleich Obne Mit Sogleich mit NaF 
Chloros Chioro- Cohloros ies 
torm torn torm 


CHCl, i 


528 40 | 1464 51.6 144,9 93.6 92.4 
55,2 55.2 144.0 54.0 141,6 88.8 87.6 
6).0 61,2 144.0 5&8 139.2 82.8 80.4 


Wie aus diesen Versuchen zu ersehen ist, andert sich der Rest 
stickstoffgehelt der Blutproben bei sterilem Aufbewehren im Zeitraume 
von 24 Stunden nicht merklich; die Unterschiede bewegen sich in den 
Fehlergrenzen der Versuchsanordnung. Va wir in der Biutlésung mit 
Chloroformzusetz euch ohne Fluornatrium eine geniigend sterile Lésung 
haben, so eriibrigt sich auch eine Kontrollprobe in Form von einer 
gekochten Blutlésung, wie es bei Jobling geschieht (seine Methode 
bezieht sich zwar nicht auf Blut, sondern auf Blutserum, was jedoch 
prinzipiell an der Seche nichts andert); die Reststickstoffbestimmung 
ist somit eine geniigend exakte Vergleichskontrolle bei Protease- 
bestimmungen mittels Autolyse. 

Aus den hier mitgeteilten Versuchen kénnen wir auBerdem ent 
nehmen, dz.8 Fluornatrium weder auf die Reststickstoffbestimmung, 
noch auf die Wirkung der Blutproteasen einen nachteiligen Einflus 
besitzt. Letzteres ist, nebenbei bemerkt, eine Bestitigung einer schon 
friiher bekannten Tetsache (4). 


Um in allen Fallen eine méglichst gleiche aktuelle Reaktion des 


Milieus zu heben, wurde auch versucht, das destill'erte Wasser durch 
Phosphatpuffer zu ersetzen. Wir hatten damit aber wenig Gliick 
erstens litt unter dem Pufferzusatz begreiflicherweise die Himolyse 
des Blutes, und zweitens bildete sich nach der Veraschung im Reagenz 
glese eine solche Triibung der zu kolorimetrierenden Lésung, daB an 
eine Stickstoffbestimmung nicht zu denken war. Nimmt man immer 
doppeltdestilliertes Wasser, so sind die Schwankungen des px in ver- 
schiedenen Fallen derart, deB ihnen wohl kaum eine praktische B 
deutung zugemessen werden kann. 
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in speziell angestellten vergleichenden Versuchen wurde auBerdem 
vfunden, daB die Ubertragung von 0,75 ccm hamolysierten Blutes 
ws den 1,5cem desselben keine merkbare Differenzen zwischen den 
Reststickstoffbestimmungen in den beiden erhaltenen Proben ergibt; 
las Schiitteln des Blutes mit Chloroform und die Anwesenheit des 
etzteren bei der EiweiBfallung haben keinen EinfluB auf die ermittelten 
Reststickstoffwerte. 

Bei meinen Versuchen konnte ich auBerdem beobachten, dab 
das Schiitteln des haimolysierten Blutes mit Chloroform zu einem 
vhnelleren Ausfallen des EiweiBkoagulates bei Hinzufiigung der Tri- 
hloressigsaure fiihrt. Dieser Umstand, sowie der Wunsch, die Be- 
lingungen der EiweiBfaillung in der ersten und zweiten Probe (Brut- 
shrankprobe) méglichst gleich zu halten, bewogen uns, auch die zur 
Reststickstoffbestimmung und zum Vergleich bestimmte erste Probe 
vor der EjiweiBfallung mit Chloroform zu schiitteln; dadurch wird 
ww Berdem der Fehler, welcher durch etwaige Verunreinigung des Chloro- 
forms mit Stickstoff (z. B. aus der Luft) unterlaufen kénnte, eliminiert. 

Es ist bekannt, daB Chloroform bei geniigender Konzentration 
eiweiBfallend wirkt. Bei unserer Versuchsenordnung ist diese Wirkung 
nwar nur gering, es tauchte jedoch eine andere Frage auf: hat die lange 
dauernde Einwirkung des Chloroforms vielleicht zur Folge, daB die 
BluteiweiBstoffe durch Trichloressigsiure nicht mehr vollstandig gefallt 
werden und dadurch eine zu hohe Stickstoffvermehrung vorgetauscht 
wird? Zur Priifung dieser Frage wurde himolysiertes und mit Chloroform 
seschiitteltes Blut auf 24 Stunden in den Brutschrank gestellt und mit 
Trichloressigsiure vermischt; in einigen Proben wurde das EiweiB 
mit Phosphormolybdansiure gefaillt. Nach der EnteiweiBung wurde 
las Filtrat mit Spiegler-Pollacis Reagenz auf Eiwei® gepriift. Das 
Resultat war in allen Fallen ein negatives. 

Wir benutzen, wie gesagt, zur EnteiweiBung Trichloressigsaure. 
Es stellte sich nun in weiteren Versuchen heraus, daB bei der Bestimmung 
der Proteasewirkung nach dem Reststickstoffzuwachs es durchaus nicht 
gleichgiiltig ist, was fiir ein EiweiSfaillungsmittel angewandt wird. Es 
diirfte wohl von vornherein klar sein, daB hier nur solche Fiallungsmittel 
enzuwenden sind, welche bei vollkommener EnteiweiBung die Zwischen- 
stufen der EiweiBspaltung, den sogenannten Peptidstickstoff nicht 
mitfallen. Trichloressigsiure gehért nach Untersuchungen von Hiller 
und van Slyke (11) gerade zu solchen Fallungsmitteln. AuBerdem 
stért sie nicht die nachfolgende kolorimetrische Stickstoffbestimmung. 

Nun zu den Versuchen mit verschiedenen EnteiweiBungsmitteln. 
Phosphormolybdansaure fallt bekanntlich nicht weniger energisch als 
Phosphorwolframsiaure; von letzterer wissen wir aber aus den schon 
erwihnten Versuchen von Hiller und van Slyke, daB sie mit den EiweiB- 
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stoffen auch die peptidartigen Verbindungen, den sogenannten P. ptid. 
stickstoff fallt. Ich benutzte daher ein mir zur Verfiigung stehende: 
Phosphormolybdansaurepraparat zur Herstellung einer eiweiBfallendey 
Lésung nach Bang (12). Da diese Lésung wie die Trichloressigsiiur.. 
lésung zu einem gleichen Volumen hamolysierten Blutes kam, y 
bereitete ich sie doppelt so konzentriert wie Bang zu. 


In zwei Parallelversuchen erhielt ich folgende Resultate: 





Rest-N-Zuwachs in mg N auf 100 ccm Blut 
vont a) mit Trichloressige |b) mit Phosphor. 
Nr. saure molybdansaure 


. b): a) 


78,6 40,8 0,52 
79,0 48,0 0,61 


Es entsteht natiirlich die Frage, wie diese groBe Differenz zwischen 
den Bestimmungen mit verschiedenen EiweiBfallungsmitteln zu deuten 
sei’ Die Ursache dieser Differenz ist wohl darin zu suchen, daB bei der 
Autolyse Peptide einerseits und Aminosiuren, Harnstoff und dergleiche 
(weiter kurz ,,Aminosiuren“ genannt) andererseits entstehen: in dem 
Falle, wo Phosphormolybdinsiure benutzt wurde, konnten wir nur 
den Zuwachs an ,,Aminosiiuren“ erfassen, bei der Trichloressigsiiure 
faillung dagegen wurde auch der Zuwachs an Peptiden erfaBt, wodurch 
die héheren Zahlen fiir den Rest-N-Zuwachs bei Verwendung vor 
Trichloressigsiure bedingt sind. 


Beispiele a&hnlicher Art finden wir auch’in der Literatur. So fanden 
Rona und Mislowitzer (13), daB bei der Leberautolyse die EiweiBspaltungs 
produkte hauptsichlich aus peptidartigen Verbindungen bestehen, div 
Zahl der Aminoséuren, des Harnstoffs und des Ammoniaks dagegen in den 
Hintergrund trete. Hertzmann und Bradley (14) fanden gleichfalls, dab 
bei der Autolyse der Eiwei®zerfall nicht vollstandig bis zur Bildung von 
Aminoséuren gehe, zwischen den Mengen der gebildeten Peptide und 
Aminoséuren bildet sich ein gewisser Gleichgewichtszustand, welcher be: 
der Erepsinwirkung durch die Zahl 0,56 ausgedriickt wird. Dieser Gleich 
gewichtszustand soll nach denselben Autoren in weiten Grenzen nicht von 
dem py des Milieus abhaingen. In unseren Versuchen driickt sich das Ver 

: Aminosdéuren , 
haltnis ——__——— = durch die Zahlen 0,52 und 0,61 aus (sieh: 

Aminosaéuren + Peptide 
Tabelle). Wie ersichtlich, schwanken diese Zahlen um die von den amerikani 
schen Autoren gefundene Zahl (0,56). Es lag nicht in unserer Absicht. 
diese Fragen eingehender zu studieren, sie werden hier nur gestreift, un 
zu zeigen, warum ich es fiir méglich halte, auch in den hier mitgeteilten 
Autolyseversuchen eine nicht vollstandig zu Ende gehende EiweiSspalt ung 
anzunehmen. 


Was die angefiihrten Untersuchungen jedenfalls lehren, ist: 1. es 
muB8 in allen Fallen der Proteasebestimmung nach dem Reststickstoff- 
zuwachs immer ein und dasselbe EiweiBfaillungsmittel angewandt 
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werden, 2. als solche sind nicht zu verwenden jene Fiallungsmittel, 

ng 
welche — wie Phosphorwolframsiure — die Peptide vollstandig oder — 
wie kolloidales Eisen — teilweise niederschlagen. AuBer der hier geradezu 
idealen Trichloressigsiure wire vielleicht noch die von Pincussen (15) 
vorgeschlagene kombinierte Fiallung mit Trichloressigsaure und Natrium- 
wolframat zu versuchen; diese Art der EnteiweiBung soll Reststickstoff- 
werte ergeben, die sogar noch etwas héher sind als solche, die mit Trichlor- 
essigsaure erhalten werden. 

Im AnschluB daran mdéchte ich in bezug auf Reststickstoffbestim- 
nungen noch hinzufiigen, daB zu den Vorziigen der Trichloressigsiéure 
noch der Umstand gehért, daB sie nach Untersuchungen von Minich (16) 
n Parallelversuchen sehr gleichmaéBige und wenig schwankende Werte 
ergibt; die erhaltenen Werte stimmen nach Untersuchungen von Richter- 
Quittner (17) mit den durch Dialyse erhaltenen Reststickstoffwerten weit- 
gehend iiberein. Wir erhalten hier also eine Trennung der nicht dialysablen, 
kolloidalen Stickstoffverbindungen von den dialysablen, was uns persénlich 
als die natiirlichste Grenze zwischen den EiweiBstoffen und dem sogenannten 
Reststickstoff erscheint. All diese Griinde lassen es wohl als berechtigt 
erscheinen, die Eiwei®fallung mit Trichloressigsiure bei Reststickstoff- 
und Proteasenbestimmungen (nach dem Rest-N-Zuwachs) als die zurzeit 
beste Zu nennen. 

Bei der klinischen Anwendung der hier beschriebenen Protease- 
bestimmung ist zu beachten, daB8 die Blutproteasen sehr verschiedener 
Herkunft sind. Hierher gehéren einerseits die Proteasen der Formelemente, 
hauptsichlich der neutrophilen Leucocyten (4), dann die bei klinischen 
Fragestellungen wohl wichtigsten Gewebsproteasen und schlieBlich Pro- 
teasen, die in die Blutbahn aus dem Verdauungstraktus gelangt sind. So 
fand Kotschneff (18) bei nach London angiostomierten Hunden nach Fleisch- 
fiitterung eine betrachtliche Proteasevermehrung im Blutserum, besonders 
im Pfortadersystem. Uber ahnliche Befunde berichteten auf dem XII. Inter- 
nationalen Physiologen-Kongre8 in Stockholm W. und A. Boldyreff (19). 
Zwecks méglichster Ausschaltung dieser Verdauungsproteasen ist das 
Blut womdéglich immer morgens niichtern zu entnehmen. Um weiter 
wenigstens einigermaBen eine Vorstellung von dem Einflu8 der Leucocyten- 
proteasen auf die GréBe der Proteasezah! zu erhalten, ist es notwendig, mit 
der Proteasebestimmung eine Leucocytenzéhlung mit EinschluB der Neutro- 
philenzdhlung zu verbinden. Eine solche Gegeniiberstellung chemischer 
und morphologischer Blutuntersuchung diirfte dem Kliniker bei wieder- 
holten Untersuchungen wohl eine bessere Vorstellung von der Dynamik 
der proteolytischen Prozesse verschaffen als die Proteasebestimmung allein. 

In unseren Versuchen an Séuglingen erhielten wir in etwa 50 Fallen 
Proteasezahlen, die zwischen 34,6 und 118,8 mg Stickstoffzuwachs in 
100 cem Blut schwankten. 

Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Mikromethodik gleichzeitiger Protease- und Rest- 
stickstoffbestimmung im Vollblute beschrieben. 

2. Eine Beimengung von Fluornatrium zu himolysiertem Blute 
in Mengen, die zu Zwecken der Aseptik ausreichen, stért und andert 
nicht die EiweiBfallung und Wirkung der Blutproteasen. 
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3. Schiitteln von hamolysiertem Blute mit Chloroform beschlew), 
das Ausfallen der EiweiBstoffe bei der nachfolgenden Filluny m; 
Trichloressigsiure, ohne auf die Héhe der erhaltenen Reststickstoft. 
werte irgendwelchen EinfluB auszuiiben. Die EiweiBstoffe werde 
auch nach stundenlanger Beriihrung mit Chloroform quantitativ gefi)); 

4. Bei Proteasebestimmungen nach dem Reststickstoffzuwach: 
ist es nicht einerlei, welches EiweiBfallungsmittel wir wahlen; es dar 
den sogenannten Peptidstickstoff nicht fallen. 

5. Bei der Blutautolyse scheint sich nach 24 Stunden der Prot: 
wirkung ein Gleichgewichtszustand zwischen dem Peptid- und Nich; 
peptid-Reststickstoff zu bilden; die Spaltung der Proteine geht somi 
nicht bis zu den letzten EiweiBbausteinen. 

6. Proteasebestimmungen im Vollblute sind méglichst nur niichtery 
vorzunehmen; gleichzeitig sind auch die Leucocyten (einschlieSlict 
der Neutrophilen) zu zaihlen und zu _ beriicksichtigen. 


Zum Schlu8 erlaube ich mir, auch hier Herrn Prof. WI. J. Skwor:z 
fiir das gegebene Thema und fiir die mir bei der Bearbeitung des exper: 
mentellen Materials erteilten wertvollen Ratschlage meinen aufrichtigst- 
Dank auszusprechen. 
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Beobachtungen iiber die Zuckerspaltung durch das Bacterium 
propionicum. 


Von 
Kurt Maurer. 
\us dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 5. Oktober 1927.) 


A. Fitz! sowie H.v. Freudenreich und Orla Jensen* haben vor 
Jahren gezeigt, daB das Bact. propionicum aus Zucker Propionsiure 
und Essigsiure bildet. Ferner haben sie gefunden, daB an Stelle von 
Zucker genau so gut Milchsaure als Substrat verwendet werden kann 
ind daB bei der Kultur des Erregers auf Lactat dieselben Garprodukte 
in praktisch gleicher Ausbeute entstehen wie aus Zucker. Diese Angaben 
hat A. I. Virtanen*® bestatigt und hinzugefiigt, daB ebenso wie Milchsiure 
auch Brenztraubensiure als Substrat dienen kann, da diese Substanz 
leicht und mit gleicher Geschwindigkeit wie Milchséure von den Propion- 
siurebazillen vergoren wird. Das Verhiltnis, in dem Essigsiure und 
Propionsiure aus Lactat (oder Zucker) hervorgehen, ist gleich 2:1 
im Sinne der Idealgleichung 

3CH,.CHOH .COOH = 2CH,.CH,. COOH + CH, .COOH 

+ CO, + H,O, (I) 

im Falle der Brenztraubensiure aber gleich 1:2, entsprechend der 
Formulierung (II): 

3 CH, 'CO.COOH + H,O = CH,.CH,.COOH 

+ 2CH,. COOH + 2C0,. (1) 

Diese Abweichung im Quotienten ist unabhingig von der Frage, 

ob Brenztraubensiure als Zwischenprodukt bei der Essig-Propionsaure- 

girung auftritt; keinesfalls ist sie ein Argument gegen eine solche An- 

schauung. C.Neuberg* hat schon dargelegt, daB sich der Quotient 


1 A. Fitz, Boer. 11, 1898, 1878. 

2 E.v. Freudenreich und O. Jensen, Chem. Centralbl. 1907, I, 421. 

3 A.J. Virtanen, Soc. scient. Ferm. 1, 36, 1923; 2, 20, 1925. 

4 C. Neuberg in C.Oppenheimer, Handb. d. Biochem. d. Menschen 
u. d. Tiere, 2. Aufl., 9, 481, 1924. 
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selbstverstandlich umkehren mu8B, wenn man mit Brenztraubensiyy 
arbeitet. Denn durch einen Zerfall der Milchsaéure oder eines Zuckey 
halbmolekiils gema8 der Skizzierung: C,H,O, -+- H,O = CH, . COOK 
CO, + 4H, werden 4 Atome Wasserstoff frei, die gerade 2 Mo) 
Milchsiure zu 2 Mol Propionsiiure reduzieren kénnen, so dab 3 Mo 
Milchsaiure 1 Mol Essigsiure plus 2 Mol Propionsiure liefern. Bei einer 
gleichen Umsetzung der Brenztraubensiure, die ja um 2 H-Atony 
armer als Milchsiure ist, kénnen aber nur 2 Atome H frei werden 
CH,.CO.COOH + H,O = CH,.COOH + CO,+ 2H. Der Prozes 
muB also zweimal eintreten, damit 4 H-Atome disponibel werden, die fiir 
den Ubergang von Brenztraubensaure in Propionsiure erforderlich sin 
(CH,.CO.COOH + 4H = H,O + CH,.CH,.COOH). Somit kan 
die Umsetzung mit Brenztraubensaure nur im Sinne obiger Gleichung (|| 
geschehen und muB8 2 Mol Essigsiiure neben 1 Mol Propionsiure liefern 
Die Tatsache, daS das Bacterium propionicum die héher oxydierte 
Brenztraubensiure iiberhaupt zur Propionsiure reduziert, erscheint 
so bemerkenswert, daB sie geradezu ein Argument zugunsten einer 
Giiltigkeit der Pyruvinat-theorie auch fiir die Propionsiuregirung 
bildet. Man kann sich vorstellen, da8 die Erhebung auf die Brenztrauben- 
siurestufe (CH,.CHOH .COOH = CH,.CO.COOH + H,) gerade 
den aktiven Wasserstoff fiir die seltsame Reduktion schafft. 
Bei der Propionsiuregirung sollen nun weiterhin nach Virtanen 
2 Arten der Zuckerspaltung nebeneinander herlaufen. AuSer der er- 
wihnten, die zu den beiden einfachen Fettsiuren fiihrt, soll zu 19 
bis 30%, ein glatter Zerfall des Zuckers in Bernsteinsiure, Acetaldehyd 
und Wasser nach folgender Gleichung erfolgen: CgH,.0, = C,H,0, 
+ CH,.CHO-+ H,O.  Dabei soll, sofern man mit lebenden Zellen 
arbcitct, sich der Acetaldehyd als ein stabiles Endprodukt ansamme!n 
und zwar miiBte er theoretisch in einer zur Bernsteinsiureausbeut: 
aquivalenten Menge auftreten. Diese Angabe Virtanens erschien mir 
auffallend, weil nach den Feststellungen von C. Neuberg und F. Win- 
disch' das Bact. propionicum in ausgezeichneter Weise die rapide 
und quantitative Dismutation freien Acetaldehyds zu Athylalkoho! 
und Essigsiure besorgt. AuBerdem haben C. Neuberg und G.Gorr* 
auch die dismutative Leistungsfihigkeit desselben Erregers gegen- 
tiber dem Methylglyoxal-hydrat festgestellt ; es wird in einigen Stunden 
quantitativ in Milchsiure iibergefiihrt, die unangegriffen bleibt, 
wenn der Versuch dann abgebrochen wird. Da die Dismutation sich 
unter denselben Bedingungen vollzieht, unter denen Virtanen gearbeitet 
hat, nimlich in Gegenwart von Calciumcarbonat, so habe ich die An 


1 C. Neuberg und F. Windisch, diese Zeitschr. 166, 454, 1925. 
2 C. Neuberg und G. Gorr, ebendaselbst 166, 486, 1925. 
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yaben des Autors nachgepriift und auf die Entstehung von freiem 
Acetaldehyd sowie von Bernsteinsiure gefahndet. Beide Stoffe konnten 
nicht gefunden werden, sondern nur die schon von den erwahnten alteren 
Autoren erhaltenen beiden Fettsiuren Essigsiure und Propionsaure. 

Somit habe ich — wenigstens bei Benutzung des weiter unten 
erwihnten Stammes von Propionsiéure-bakterien — keine Anhalts- 
punkte fiir die Méglichkeit eines direkten Zerfalls von Zucker in 
Acetaldehyd und Bernsteinséure erhalten. Nach allem, was wir bisher 
wissen, diirften nennenswerte Mengen Acetaldehyd unter natiirlichen 
biologischen Bedingungen auch nicht stabil bleiben. Die Bildungs- 
weise der Bernsteinsiure, deren Auftreten bei anderen Bakterien- 
yarungen, z. B. bei der Coli-garung durch Hardens klassische Arbeiten 
sichergestellt ist, kann noch nicht als geklart gelten. In bestimmten 
Fallen wird mit einer sekundiren? Entstehung der Bernsteinsiure, 
etwa im Sinne der Thunberg-Wielandschen Theorien, zu rechnen sein, 
soweit keine Produktion aus EiweiBstoffen des Naihrbodens und der 
Erreger selbst gema8 F. Ehrlichs Befunden in Betracht kommt. 

Der Mechanismus der saccharogenen Propionsiurebildung auf 
biologischem Wege ist undurchsichtig. Denn alle die angefiihrten Formeln 
sind nur Umschreibungen fiir die Tatsache, daB die aus Zucker so leicht 
hervorgehende Milchséure durch eine Art Dismutation zu Essigsiure 
oxydiert und zu Propionsiure reduziert werden kann. Lediglich die 
von Virtanen gefundene wicl.tige Tatsache, daB Brenztraubensiure 
durch das Bact. propionicum in Essigsiure und Propionsaure nach einem 
klaren stéchiometrischen Verhiltnis umgewandelt werden kann, gibt 
einen Fingerzeig fiir die Entstehung des benétigten labilen Wasser- 
stoffs, und die an anderen Substraten von Newberg und Mitarbeitern 
aufgezeigten dismutativen Kriafte des Bact. propionicum machen aie 
Oxydo-reduktion diskutabel. 

Belege. 

Grundnahrlésung: 40 g Witte-Pepton, 4g K,HPO,, 10g NaCl, 2000 g 
Leitungswasser. Zu 1800 cem dieser Lésung, die in neun Kolben zu 200 cem 
verteilt wurde, waren 45 g Glucose gesetzt. Nach Sterilisation im Dampftopf 
und Einfiillung ven 5g keimfreiem Calciumearbonat in jeden Kolben 
wurde von einer frischen Kultur des Bacillus propionicus? eingeimpft. 
Die Kolben wurden unter Watteverschlu8 bei 37° aufbewahrt und éfter 
durchgeschiittelt. 

Nach 10 Tagen wurden 100 ccm steril entnommen und davon am 
Intensivkiihler 50 ccm in eine eisgekiihlte Vorlage abdestilliert. Eine Probe 


1 Nach Virtanens eigenen Angaben (I. c.) scheint die Produktion von 
Bernsteinséure am Anfang der Garung verhaltnismaBig kleiner zu sein als 


am Ende. 
2 Den Stamm hat Herr Prof. R. Burri in Bern-Liebefeld dem hiesigen 


Institut in entgegenkommender Weise zur Verfiigung gestellt. 
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des Destillats zeigte nach Zusatz von Nitroprussidnatrium und Piperi 
eine rétliche Farbung. Nach nochmaliger Destillation der 50 cen 

25 ccm gab diese Probe eine violette Farbung, zeigte also dasselbe Phanomer 
wie Virtanen es angibt, nur beruht die Farbung nicht auf dem Vorhandenseiy 
von Acetaldehyd, sondern auf Spuren von Schwefelwasserstoff. Die Fart 
reaktion verschwand niéimlich vollkommen, wenn das Destillat iiber PhO 
rektifiziert wurde. Das Bleicarbonat wurde dabei dunkel (PbS). De; 
Schwefelwasserstoff kann nur durch die stark reduzierenden Bakterie, 
aus der Nahrlésung, und zwar aus dem Witte-Pepton, erzeugt sein, welc! 
schwefelhaltig ist. 


Bestimmung der fliichtigen Siuren durch Wasserdampfdestillation. 


180 com des Gargutes wurden von der Kreide abfiltriert, mit n H,SO, 
angeséuert und so lange mit Wasserdampf behandelt, bis das Destillat 
neutral ablief. Es wurden 1800 cem Destillat aufgefangen und von dieser 
mehrere Proben mit n/10 NaOH gegen Phenolphthalein titriert, wobe 
ein durch die Kohlenséure verursachter Fehler unberiicksichtigt blieb. 

50 cem Destillat verbrauchten 0,90 cem n/10 NaOH, 
100 ,, - - 185 ,, n/lO NaOH. 


Daraus errechnet sich fiir 1800 cem Gargut ein Gehalt an fliichtige 
Saéuren entsprechend 185ccm n/10 Lauge. Sie bestanden aus Essigsaure 
und Propionséure. 


Aufarbeitung des Riickstandes. 


Die von den fliichtigen Séuren befreite Fliissigkeit wurde auf dem 
Wasserbad bis auf ein kleines Volumen eingeengt, mit Ammonsulfat ge- 
sattigt und bei schwefelsaurer Reaktion 10 Stunden mit Ather extrahiert, 
um etwa vorhandene Boernsteinséure zu isolieren. Nach Verjagen ces 
Athers blieb ein hellbrauner Sirup (0,7 g) zuriick, der abweichend von 
Virtanens Angaben, keinerlei Kristallisationsneigung zeigte. Der Siry 
wurde in Wasser gelést, neutralisiert und mit Silbernitratlésung versetzt, 
doch fiel kein bernsteinsaures Ag aus, vielmshr schied sich metallisches, 
fein verteiltes Ag ab, das kein Succinat einschloB. 


Nach 25 Tagen wurde wieder ein Teil des Gargutes aufgearbeitet : 

a) 500 cem des Gargytes wurden vom Calciumcarbonat abfiltriert, dann 
wurden zunichst ohne Anséiuern 100 ccm iibergetrieben. Eine Probe 
dieser 100cem zeigt mit Nitroprussidnatrium deutliche Rotblaufarbung. Nach 
Rektifikation tiber Bleicarbonat verschwand die Farbreaktion wiederum 
Es geniigte schon, eine Probe des Destillats mit PbCO, zu schiitteln, welches 
sich dabei dunkel farbt, um im Filtrat keine Spur von Farbung mit Nitro 
prussidnatrium + Piperidin mehr zu erhalten. Acetaldehyd konnte also 
nicht vorhanden sein. 

Nach Anséuern mit H,SO, wurde mit Wasserdampf destilliert, ein 
Destillat von 3000ccem aufgefangen und in diesem durch Titration ein 
Gehalt an fliichtigen Saéuren entsprechend 384ccm n/10 NaOH fest 
gestellt. Der von den fliichtigen Saéuren befreite Riickstand wurde auf 
dem Wasserbad auf ein kleines Volumen gebracht, mit Ammoniumsulfat 
gesittigt und 16 Stunden mit Ather extrahiert. Dieser hinterlieS wiederum 
einen braunen Sirup (0,8g), der mit wenig Wasser in eine Kristallisierschal: 
gespilt und im Vakuumexsikkator langsam zur Trockne gebracht wurde 
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Kristallisation trat nicht ein. Der Sirup wurde in Wasser gelést; er ver- 
rauchte 6cem n/10 NaOH zur Neutralisation (0,8 g Bernsteinsdure 
cirden 135,5cem n/10 NaOH bendtigen). Silbernitrat schied aus der 
eutralisierten Fliissigkeit sofort metallisches Silber ab; Bernsteinséure 
var nicht vorhanden. Die Reduktion ist auf Spuren von Ameisenséure 
bzw. andere Produkte zuriickzufiihren, die aus der Nahrfliissigkeit unter 
ler Einwirkung von Mineralséure hervorgehen. 

b) Zur Kontrolle wurde noch eine zweite Aufarbeitung nach 27 tagigem 
Stehen im Brutschrank durchgefiihrt. 

600 cem des Gargutes wurden filtriert, davon wurden 100 ccm in einem 
MeBkolben zuriickbehalten, 500 ccm mit Phosphorséure angeséuert und 
mit Wasserdampf behandelt. 5100 ccm Destillat wurden aufgefangen, durch 
fitration wurde ein Gehalt an fliichtigen Séuren entsprechend 459 ccm 
J10 NaOH in 500 cem Gargut ermittelt. 

Zuckerbestimung: In 50cem der Lésung wurden nach EnteiweiBung 
\27,5 mg Glucose nach Bertrand gefunden. Dies entspricht einem Zucker- 
vehalt von 4,59g in 1800cem Gargut, gegeniiber einem Anfangsgehalt 
von 45g Glucose. 

Milchsdurebestimmung: 50cem des Gargutes wurden nach Schenk 
enteiweiBt, dann mittels Kupfer-Kalkfallung von Kohlenhydraten befreit 
ind zur Entfernung etwa vorhandenen Alkohols auf dem Wasserbade 
eingedampft. Zwei Bestimmungen ergaben die Anwesenheit von 0,66 und 
0,52 g scheinbarer Milchséure in 1800 cem Géargut?. 

Nach Vertreiben der fliichtigen Saéure geschah die Aufarbeitung des 
Riickstandes in der iiblichen Weise. Durch Atherextraktion wurden 1,2 g 
eines braunen Sirups isoliert, in dem wiederum Bernsteinséiure unauf- 
findbar war. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich ehr- 
erbietigst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 


1 Bei der bakteriellen Spaltung eines anderen Kohlenhydrates, des 
d-Glucosamins, erhielten FE. Abderhalden und A. Fodor (H. 87, 214, 1913) 
Milchséure neben hauptsachlich Propionséure. 











Glycerophosphatase des Zentralnervensystems. 
Glycerophosphatase beim Menschen und bei Tieren. 
Von 
Vladimir Vondracek. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der béhmischen Universitat Pray 


(Eingegangen am 10. Oktober 1927.) 


A. Glyeerophosphatase bei Menschen. 


Seit der Entdeckung der fermentativen Spaltung der Glycerin. 
phosphorsiure in der Natur, welche zum ersten Male C. Newberg und 
L. Karezag' beschrieben, verflossen 16 Jahre. Wiahrend dieser Zeit 
wurde in den Forschungen nach den Fermenten, welche die organischen 
Phosphorsaureverbindungen spalten, sehr viel geleistet. 


Statt des urspriinglich einen bekannten Ferments, kennt man heut 
deren acht. Oppenheimer* unterscheidet schon in seinem Werke vom 
Jahre 1927 Glycerophosphatase, Hexosediphosphatase, Phosphatese, Hexose. 
monophosphatase, Saccharophosphatase, Amylophosphatase, Phytase und 
Aminophosphatase. Die Phosphatasen wurden sowohl in Pflanzen als 
auch im Tierkérper nachgewiesen. Im Tierorganismus entdeckten sie zum 
erstenmal Grosser und Husler*. Vor 4 Jahren war es Elemér Forrai', 
welcher eine ganze Reihe von Organen auf den Gehalt an Glycerophos 
phatase untersuchte und konstatierte, daB kein Organ mesenchymalen 
Ursprungs Glycerophosphatase enthadlt. Mit Bezug darauf, daB einige 
Organe keine Glycerophosphatase enthalten, ist es klar, daB diese kein 
Ferment von allgemeiner biologischer Wichtigkeit ist, sondern daB ih: 
vielleicht eine spezielle Bedeutung in einigen Geweben, wahrscheinlich in 
dem Stoffwechsel zukommt. 

Sehr anregend sind in dieser Hinsicht die Arbeiten der amerikanischen 
Autoren R. Robison und seiner Mitarbeiter®. Es scheint auf Grund ihrer 
Versuche, daB durch die Wirkung der Knochenphosphatase die mit dem 
Blute an eine bestimmte Stelle transportierte lésliche Monohexosephosphor- 
séure gespalten und als unldsliches Calciumphosphat in den Knochen 
gespeichert wird. Allerdings fehlt es dabei nicht an verschiedenen Ein 
wanden. 

Durch einen sonderbaren Zufall wurde bei dem Studium der Phos 
phatase das Verhalten der verschiedenen Organe beobachtet, aber dem 


' C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 60, 1911. 
Carl Oppenheimer, Lehrb. d. Enzyme 1927. 
Paul Grosser und Josef Husler, diese Zeitschr. 39, 1, 1912. 
Elemér Forrai, ebendaselbst 142, 181, 1923. 
5 R. Robison, Biochem. Journ. 17, 286, 1923; R. Robison and K. Ma 
jone Soames, ebendaselbst 18, 746, 1924. 
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Jentvalnervensystem wurde gerade sehr wenig Aufmerksamkeit gewidmet, 
welches eben meistens die Phosphatide und selbst gebundene Glycerin- 
hosphorsdure enthalt, wobei die Phosphatide (Lecithin und Cephalin) 
ine wiechtige biologische und vielleicht auch eine funktionelle Rolle spielen. 
\uftallenderweise geschah es, daB die Autoren, welche sich mit dem Studium 
ier Fermente des Zentralnervensystems befaBbten, von denen man auf 
rund Slowtzojjs' Arbeiten schon 28 kennt, der Phosphatase keine Auf- 
nerksamkeit widmeten. 

Obzwar man in der Naturwissenschaft die Worte ,,a priori’ und ,,per 
wnalogiam* grundsatzlich ausschalten mu8, verfiihrt uns dennoch die Bio- 
hemie der Pflanzen dazu, das Vorhandensein der Glycerophosphatase im 
Nervensystem vorauszusetzen. Denn bei dem Studium verschiedener 
samen auf ihren Gehalt an Glycerophosphatase, welche A. Némec? und 
vine Mitarbeiter unternahmen, wurde festgestellt, da®B die Samen mit 
ler gré6Bten Menge von Phosphatiden die intensivste Wirkung der Glycero- 
phosphatase zeigen, wahrend Samen mit grobem EiweiSgehalt nur kleinere, 
samen mit bedeutendem Kohlehydratgehalt die kleinste Wirkung auf- 
weisen. 

Zu dem Studium der Glycerophosphatase des Nervensystems wurde 
lie etwas modifizierte Methode Grosser-Husler® und Némec? verwendet. 
Es wurde mit 1%iger Natriumglycerophosphatlésung gearbeitet, welche 

. - . . . - E / . 
zu jedem Experiment frisch vorbereitet wurde. Diese Lésung soll theoretisch 
n 100cem 0,3591 g P,O, enthalten. Némec fand 0,3572 g P,O,, unsere 
{nalyse ergab 0,3575 g P,O,. P,O, wurde nach der Zerstérung der organi- 
schen Substanz nach Newmann als Mg,P,O; bestimmt. 

Zu der Untersuchung benutzte man das GroBhirn, Kleinhirn 
und Riickenmark. Von dem GroShirn wurde ein Teil vom Gyrus 
entralis anterior bis zu den Basalganglien, von dem Kleinhirn eine 
Hemisphare genommen, wahrend das Riickenmark in toto verarbeitet 
wurde. Die erwahnten Teile wurden sorgfaltig in einer Reibschale 
zerrieben, ein Teil der zerriebenen Masse wurde dann auf 2 Minuten in 
siedendes Wasser gebracht, um das Ferment zu zerstéren. Das eigent- 
liche Experiment wurde auf folgende Weise ausgefiihrt. 

Von jedem Teil des Zentralnervensystems wurden drei Proben zu 
je 5g in Becherglaser abgewogen, und zwar: 


GefaB Nr. 1: 5g des Gehirns + 100 cem 1 °,ige Glycerophosphatlésung und 
5eem Toluol, 
» 2: 5g Gehirn 100 cem physiologischer Lésung — 5 cem Toluol, 
.. 3: 5g des gekochten Gehirns — 100cem 1%iger Glycero- 
phosphatlésung — 5cem Toluol. 


Der Zusatz der physiologischen Lésung bei GefiB Nr. 2 erwies 
sich als zweckmaBiger wegen leichterer Filtrierbarkeit der Mischung 


! B. J. Slowtzof/, Russkij physiol. Journ. 8 (ref.). 

2 A. Némec, diese Zeitschr. 98, 94, 1919; A. Nemec und F. Duchon, 
ebendaselbst 119, 73, 1921; A. Némec, ebendaselbst 187, 570, 1923; 13s. 
198, 1923; Chemické listy pro védu a primys! XIV; A. Némec et Fuge: 
Vitek, Annales de la science agronomique frangaise et etangér. 

3 Paul Grosser und Josef Husler, diese Zeitschr. 39, 1, 1912. 
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nach dem Versuche. Vom Riickenmark wurde wegen Materialmange( 
nur je 21, g und von der Lésung nur 50 ccm genommen. Die Resultat, 
wurden auf 100 ccm berechnet. Alle GefiBe wurden auf 70 Stunde; 
im Thermostaten bei 36° C aufbewahrt. Nach dem Herausnehmen a) 
dem Thermostaten wurde eine Messerspitze voll reinen Kaolins zugegebey 
dann wurde griindlich geschiittelt und durch ein franzésisches Filter 
filtriert. Das Filtrat war ganz klar, so daB es iiberhaupt nicht notwendig 
war, Essigsiure oder Ammoniak zuzugeben. 50ccem des Filtrats 
wurden unter bestandigem Riihren mit 15 ccm Ammoncitratlisuny 
und 20ccm Magnesiamixtur versetzt. Der Zusatz von Ammoncitrai 
ist unbedingt notwendig, weil dadurch die sonst durch Magnesiamixtur 
eintretende Zersetzung des Natriumglycerophosphats verhindert wird 
Die Ammoncitratlésung wird auf folgende Weise bereitet: 

Eine wiasserige Lésung von 150g Citronenséure wird zu 500 cen 
Ammoniak (0,91) nach und nach zugesetzt, die Lésung nach dem Erkalte: 
auf 1500 cem aufgefiillt. 


Der Niederschlag wurde nach 24stiindigem Stehen abfiltriert 
mit 21, °, Ammoniak gewaschen, getrocknet und im elektrischen Ofe: 
verbrannt und gewogen. Mg,P,O, wurde auf P,O; berechnet. Bei 
den Kontrollen (Reihe 2 und 3) wurden gréBtenteils nur Spuren voi 
Phosphorsaure nachgewiesen. Diese entsteht in der Reihe 2 infolge der 
autolytischen Vorginge in den Phosphorverbindungen des Zentral 


nervensystems, in der Reihe 3 durch unvermeidliche Zersetzung «es 
Glycerophosphats. 


Bei der Beschaffung des Materials vom menschlichen Zentral- 
nervensystem zeigte sich die technische Schwierigkeit, sofort nac! 
dem Tode die zugehérigen Bestandteile des Zentralnervensystems 
zu gewinnen. Diese Schwierigkeit war uniiberwindlich, so daB oft 
zwischen dem Tode des Individuums und der Verarbeitung seines Ge 
hirns auch 12 Stunden verflossen. -Um festzustellen, inwiefern dieser 
Umstand auf die Resultate der Experimente einwirkt, wurde folgender 
Versuch durchgefiihrt: Es wurde das Gehirn eines Kalbes | Stunde 
nach dem Schlachten des Tieres bearbeitet, der Rest des Gehirns wurde 
in zwei Teile geteilt, von denen der eine Teil auf 24 Stunden in den 
Eiskasten gelegt, der zweite auf dieselbe Zeit bei Zimmertemperatu 
von 20°C gelassen und nachher erst untersucht wurde. Die Resultat: 
waren die in Tabelle I wiedergegebenen. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, zeigen die Kontrollversuche } 
und ¢) eine gesteigerte Zerstérung des zugesetzten Natriumglycero 
phosphats und eine Steigerung der autolytischen Vorgiinge in dem ( 
webe an, was auf das lange Aufbewahren des isolierten Gehirns zuriick 
zufiihren ware. Da aber in den Versuchen mit dem menschlichen Gehiru 
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Tabelle I. 
§g Gehirn + 100 ccm 5g Gehirn 5g Gehirn (gekocht) ” 
1 viges Natriumglycero- + 100 ccm 1°/giges + 100 ccm 1 °/, iges Natrium- Abeibleng 
phosph. NaCl glycerophosph. ‘ 

4:?207] P2O5 | lo | MgsP2O7| P20s MgaP20: P2Os| %o | P2Os | % 
a) Das Gehirn verarbeitet 1 Stunde nach dem Schlachten des Tieres. 
0.1277 | 0,0814 | 22,70 | Spuren Spuren 6 4 6 | 0,0814| 22,76 

Das Gehirn verarbeitet nach 24 Std. Wiahrend dieser Zeit in dem Eiskasten. 
0.1356 | 0,0865 | 24,21 |! 0,0255 | 0,0163)!) 0,0235 |0,0150| 4,21 | 0,0551) 15,42 
:) Das Gehirn verarbeitet nach 24 Std. Wahrend dieser Zeit bei 20°C Temp. 
0.1320 | 0,0842! 23,56 || 0,03873 | 0.0238! 0,0415 0,0265| 7,41 | 0,0338) 9,46 
wie aus der folgenden Tabelle Il hervorgeht, die diesbeziiglichen Kon- 
wollen keine solche Zersetzung aufweisen, vielmehr nur Spuren von 
Mg,P,0, nachgewiesen werden konnten, ist es héchstwahrscheinlich, 
daB in der Leiche in situ diese Vorginge mit weit geringer Intensitat 
verlaufen. Deshalb fiihlen wir uns berechtigt, den EinfluB des Zeit- 
raumes von dem Tode bis zur Verarbeitung des Materials als sehr 
yeringfiigig zu betrachten. 
Die Untersuchung des menschlichen Zentralnervensystems durch 
die oben erwahnte Methode hatte folgende Ergebnisse: 
Tabelle Il. 
Teil des ! ll 
Zentralnervens —__ ‘ . ‘ 
systems Mg» P, O7 P,O;5 %o Mg, P, O07 PLO, 
Nr. 1 |  GrofShirn 0.1374 0,0876 | 24,5 Spuren Spuren 
_— | Kleinhim 04113 00,2624 70,88 ~~ 0,0172 -0,0109 
Nr.2. 28 J., 2, GroBhirn 0,0748 0,0483 13,5 Spuren Spuren 
{ nefritis chronic. Kleinhirn 0,0948 0,0605 16,9 Pe ‘ 
Nr.3. 27J., o, 
t nach Heraie- | GroBhirn 0,0472 = 0,0301 8,42 0,0180 0,0115 
operation — Kleinhirn 0,0832 0,0530 14,85 0,0212  0,0135 
carditis chronica) 
- = at a> Be GroBhirn 0,0656 , 0,0418 11,7 Spuren  Spuren 
a ocani |, Kieinhim =| -0,0976 | 0,0622 | 17,4 . . 
ca. ovaril 
Nr.5. 25 J9., 9, GroBbirn 0.0772 0,0492 138 ‘ > 
7 nach Oedema Kleinhirn 0.0864 0.0551 15.4 os s 
glottidis || Riickenmark  0,0616 00392 11 : 
Nr.6. 74J., co’; GroBhirn 0,0416 , 0,0265 74 ” ® 
Tnach Endomeso- Kleinhirn 0,0724 0,0461 13,0 . . 
aort. luetica Riickenmark 0,0408  0,0260 7, . » 
97 @ ) . ‘ 
Mee ee ace {| GroBhin | 0,0712 | 0.0454 12,7 : , 
tt ae =. Kleinhirn 0.0716 0.0456 12,7 ; m 
¢- pulmonum | Rickenmark | 0.0424 00270 7,56 ; 


Bronchopneum. 
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Tabelle II (Fortsetzung). 








Teil des Ill Resultierende Zah| 
ae | mn ae 
Systems Mg P, O; P, Os Plo Mgo P. O7 P, Oo; 


{ GroBhirn Spuren Spuren! Spuren, 0,1374 |0,0876 245 


Nr-1. |) Kieinbien ~—-0,0736 | 0,0472| 13,22 0,5202 |0,2042 5 
il 
Nr.2. 23 J., Q, GroBhirn Spuren Spuren) Spuren,, 0,0748 0,0483 135 
+ nefritis chronic. Kleinhirn = * . 0,0948 0,0605 169 
Nr.3. 27 J., o’, 
+ nach emede GroBbirn - - = 0,0292 0.0186 52 
operation (endo- Kleinhirn js é “ 0,0620 0,0895 11.0 
carditis chronica) 
aN paces Grete e 0 6 0,0656 |0,0418 117 
: otra > 9! 45 
ia Kleinhirn “ ” a 0,0976 |0,0622 174 
Nr. 5. 25 J., 9, GroBhirn “ “ “ 0,0772 |0,0492' 138 
7 nach Oedema Kleinhirn 4 a ” 0.0864 0.0551 154 
glottidis } Riickenmark ” 0 i] 0,0616 |0,0392 11 
Nr.6. 74J., o, | GroBhirn 0 7) a] 0,0416 (0,0265 7, 
T nach Endemeso- Kleinhirn 4 “4 ” 0,0724 0.0461 13.0 
aort. luetica Riickenmark i] 7] 0 0,0408 |0,0260 73 
Pe aa { GroBhirn ) 6 7) 0,0712 |0,0454) 12,7 
t.b.:. pulmonum \| .. “=i 6 4 6 0,0716 |0,0456) 12,7 
- - a Riickenmark 4 " 4 0,0424 |0,0270 7.56 


Br ypneum. 


Wie aus den Experimenten ersichtlich, ist die Wirkung der Glycero. 
phosphatase des Kicinhirns am stiarksten; geringer die des GroShirns 
und am geringsten die des Riickenmarkes. 

Die Verhiltnisse lassen sich durch folgende Ubersicht ver 
anschaulichen : 

Von einer 1% igen Lésung des Natriumglycerophosphats zersetzten i: 
70 Stunden bei 36°C durchschnittlich: 


er eR Ta ns” 4 Ree we. 6, cn a ai Oe 
5g GroBhirn ris Sched Norse: rege a ae 
Sg@ Riickenmark.......... 8,62% 


Vielleicht ist das Kleinhirn als Organ der Regulierung des Gleich 
gewichtes und der Kérperhaltung ein Organ, das stets parat sein mui 
biologisch aktiver als das vollkommenere GroBhirn und das weniger 
vollkommene Riickenmark, welches eher nur der zentripetalen Leitung 
der Reizung und der zentrifugalen Leitung der Innervation dient 


B. Glycerophosphatase bei Tieren. 


Wie zuvor nachgewiesen wurde, ist die Verteilung der Glycero- 
phosphatase im menschlichen Zentralnervensystem nicht gleichmaBig 
Die gréBte Wirkung der Glycerophosphotase zeigt das Kleinhirn 
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ne kleinere das GroBhirn und die kleinste das Riickenmark. Natiirlich 
sucht von selbst die Frage auf, ob der Gehalt an Glycerophosphatase 

»it der phylogenetischen Entwicklung parallel geht. Zur Sicherstellung 

jieser Frage wurde eine Untersuchung verschiedener Tiergehirne nach 

jer vorher erwahnten Methode unternommen. 


Es zeigten sich folgende Ergebnisse: 





5g des Gehirns + 100 ccm 100 com 


1°%Joiges Natriumglycerophosph. || 5g des Gebiras + 


0,9°/, iges NaCl + 5ccm Toluol 


der Tiere Te oo oe we spaltet nach 70 Std. bei 36° 
Mg: P2 O; P2 O05 [ %o ; “Myp P30, P20, | "lo 
~ _— . | . . 
Kaninchen 0,1390 | 0,0886 24,70 Spuren | Spuren  Spuren 
Hund 0.2250 0.1435 40,14 Spuren | Spuren  Spuren 
Hund 0.2404 0,15388 = 42.89 ne ek. 6 
Rind . 0,1277 0,0814 22.76 Spuren | Spuren Spuren 
Schwein 0,1160 | 0,0740 20,69 7) 7) 0 
Hammel 0,1304 0,0832 23,27 4” 6 é 





5g gekochten Gehirns + 100 com 


1loiges Natrivglycerophosph. Nach Abzahlung der Kontrolle 


Gattung + 5ccem Toluol spaltut nach 70 Std. 
der Tiere bei 36° 
Mg2 P2 O; P2 Os lo Myo P20; . P, O. 

Kaninchen . . 0 4 7) 0,139 0,9886 ~ 
Hund : 6 0 7] 02250 0.1435 4,14 
Hund . = a ” " 02404 0.1533 42.29 
.. Saree 0 0 0 0,127 4 0.0814 22.76 
Schwein 0,0132 0,9084 2 34 0.0748 0.9475 13.28 
Hammel 0,0183 0.0117 8.97 0.0941 0.0600 16.78 


Wenn wir die Wirksamkeit der Glycerophosphatase (in Prozenten 
der zersetzten Natriumglycerophosphatlésung ausgedriickt) mit dem 





Phosphorgehalt des Zentralnervensystems vergleichen, ergibt sich 
folgende Ubegsicht : 
5g Gehirn 
zersetzt °/» 5 P im Gehirn 
1°/, ige Lésung 
Spezies Natriumglycero- Autor 
phospnorict in frischer in Trocken- 
— i Substanz substanz 
Kaninchen 24.83 0,3499—0,8925 1,584—1,936 
Hund 40,14 0,3462—0.4 136 1,564—1.722 
Hund 42.89 0 34 12—0,4036 1,564—1,722 , = 
Rind . 22 76 0.3422—0.3445 1527-16" Kutanin 
Schwein 13,28 0,3413—0,3867 1.5% —1,651 | 
Hammel 16,78 0,33 99—0,3574 1,586—1.664 


*) Michael Kutanin, Be triage zur Kenntnis der chemischen Zusammensetzung des Gehirns 
bei verschiedenen Tieren. 


1910. 
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Die vergleichenden Zahlen sind nicht gleichartig; in der erste, 
Rubrik sind relative Zahlen, welche die Intensitaét der Wirkuny der 
Phosphatase ausdriicken, in der zweiten sind absolute Zahlen, welch: 
den prozentualen Phosphorgehalt in dem Zentralnervensystem angebey 
Da sich aber die Frage von selbst aufwirft, ob in dem Zentralnerve, 
system, welches reicher an Phosphor ist, das Ferment, welches vielleicly 
eine wichtige Rolle in dem Phophorstoffwechsel spielt, auch eine inte; 
sive Wirkung hat, stellte ich beide Zahlen nebeneinander. 

Wie ersichtlich, ist die Intensitaét der Wirkung der Phosphatas 
weder in einem Verhaltnis zum Phosphorgehalt, noch zur phylo. 
genetischen Reife des Zentralnervensystems. 

Es bleiben noch einige Fragen zu beantworten; hat das Alter des 
Individuums einen Einflu8 auf den Gehalt der Glycerophosphatas 
im Zentralnervensystem? Unterscheiden sich die graue und die wei 
Substanz durch ihren Gehalt an Phosphatase voneinander? Habe: 
die Narkotica einen EinfluB auf die Wirkung der Phosphatase ? 

Aus éuBeren Griinden war ich gezwungen, die Experimente zu unt: 
brechen, und ich erlaube mir, spater einen weiteren Bericht iiber die ober 
erwaéhnten Fragen vorzulegen. 








eTste; 


ing der 
Welche 
geben 
leTVen 
ellejc ht 


intey 


hatas; 


phyk ’ 


er des 
hatase 
wells 


abe 


unte! 


ober 





Uber den Einflué 
der Cholesterinfiitterung auf Erythrocytenmenge und Resistenz 
beim entmilzten Meerschwein. 


Ve nm 
M. Dirle. 


(Aus der medizinischen Universitats-Poliklinik Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 13. Oktober 1927.) 


Die Untersuchungen von Thomas und Lebert (1912), ferner von 
Dorle und Sperling (1924) hatten gezeigt, daB sich nach Cholesterin- 
fitterung bzw. Injektion zur Zeit der maximalen Resorption sowohl 
beim Versuchstier als auch beim Menschen eine Vermehrung der roten 
Blutkérperchen, eine Erhéhung der Haimoglobinwerte und ein Anstieg 
ler osmotischen Resistenz der Erythrocyten findet. Diese Unter- 
suchungen wurden von Hadfer (1925) nachgepriift und bestatigt. Ddrle 
nd Sperling sprachen die Vermutung aus, daB die Ursache der Erythro- 
-ytenvermehrung mitbedingt sein kénnte durch die Resistenzinderung 
der Erythrocyten. 

Nach Heeres und Bolt (1922) ist die osmotische Resistenz der roten 
Blutkérper abhangig von dem Quotienten Cholesterin/Phosphaten auf ihrer 
Oberflache. Nach diesen Autoren soll normalerweise die osmotische 
Resistenz der Erythrocyten in der Milz dadurch beeinfluBt werden, daB 
sich das Verhaltnis von Cholesterin zu Phosphat andert. Erniedrigt sich 
labei das Cholesterin, dann sinkt die Resistenz, erhéht es sich, dann steigt 
lie Resistenz. 

Auch aus den Untersuchungen anderer Autoren geht hervor, daB der 
Milz fiir das osmotische Verhalten der Erythrocyten eine groBe Bedeutung 
zukommt, und zwar soll sie den Zerfall der roten Blutkérperchen dadurch 
begiinstigen, daB sie die Zellen schadigt und in ihrer Widerstandsfahigkeit 
schwacht (St. Weiss, 1927). Nach den Untersuchungen von Eppinger (1910) 
und von Eppinger und Stohr (1922) ist die Resistenz der roten Blutkérperchen 
in der Milzvene geringer als in der Milzarterie. 

Aus den Untersuchungen bei entmilzten Tieren geht hervor, da® die 
Milz die osmotische Einstellung der roten Blutkérperchen stark beeinflubt 
und reguliert. Mit Ausnahme von Pugliese und Lazatti, Briand und Bauer 
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berichten alle Autoren, dal nach Milzexstirpation die osmotische Rx 

der Erythrocyten ansteigt (Pel, 1912, Krumbhaer, Musser und Paerce, \9|: 
Hil, 1914). Port (1913) fiihrt diese Steigerung auf physikalisch-chen 
Veriinderungen der Erythrocyten zuriick. Roccavilla (1914) bezieht 
Resistenzsteigerung auf eine Anderung des osmotischen Gleichgewich; 
zwischen Cholesterin, EiweiB, Lecithin und Phosphor im Plasma. 

Die Untersuchungen von Heeres und Bolt zeigen, daB die Milz a\ 
Verbrauchs- oder Ausscheidungsorgan in den Cholesterinstoffweels 
eingreift. Milzexstirpation kann Stérung des normalen Cholesteringehal; 
des Blutes zur Folge haben. Soper (1914), Sotti und Torri (1916) find 
nach Milzexstirpation eine maBige Erhéhung des Blutcholesterins. Na 
Siegmund fallt bis zum vierten Tage nach Entmilzung das Gesamtfett « 
Blutes. Dann nimmt das Gesamtfett stark zu, bis zum 20. oder 30. Tay: 
um dann langsam wieder zu sinken. Wesentlich ist hierbei die Zu- bzy 
Abnahme des freien Cholesterins im Vergleich zu dem gebundenen. DD 
Untersuchungen von Abelous und Soula (1926) schlieBlich lassen eiry 
direkten endokrinen EinfluB8 der Milz auf die Cholesterinbildung im Musk: 
annehmen. 


Alle diese Untersuchungen zeigen, daB eine ungestérte Milzfunktjo; 
fiir den normalen Ablauf der Resistenzregulierung der roten Blu 
kérperchen, soweit eine solche durch die Blutlipoide erfolgt, von sel 
groBer Bedeutung ist. 


Wie eingangs schon erwahnt, andert sich das Verhaltnis von Ch 
esterin zu Phosphaten, durch das die osmotische Resistenz der Erythrocyt: 
unter sonst normalen Verhdaltnissen bedingt ist, nach Heeres und Bolt nu 
in der Milz. Es miiBte sich also eine Erythrocytenvermehrung auf Grun 
erhéhten Cholesterinangebots und dadurch bedingter erhéhter Resiste: 
nur bei normaler Milz finden kénnen. Nun berichten aber ebenfalls Heer 
und Bolt (1922), daB sich nach Milzexstirpation eine Vermehrung der rote: 
Blutkérper, eine Erhéhung der osmotischen Resistenz nur finden bei Hype: 
cholesterinamie, und daB8 ein unbedingter Zusammenhang bestehe zwischer 
Cholesterinémie, Polyglobulie und Resistenzsteigerung. Es fragt sich nw 
ob beim entmilzten Tiere die Resistenzaénderung und Polyglobulie verursach: 
wird durch den erhéhten Cholesteringehalt des Blutes, und ob eine Resisten: 
steigerung sich im strémenden Blute oder einem Ersatzorgan vollzicht 
oder ob sowohl Resistenzsteigerung -als auch Cholesterinimie und Pol) 
globulie verursacht sind durch den Wegfall des Regulationsmechanismu 
der Milz. 


Meine Untersuchungen wurden an drej Serien entmilzter Meer 
schweine ausgefiihrt. In den drei Versuchsreihen wurde zunachst vo 
der Entmilzung jeweils pro Tier 0,1 g Cholesterin gefiittert und dir 


Reaktion der Erythrocyten, der Resistenz und des Hamoglobins bei 


simtlichen Tieren gepriift. Nach der Entmilzung wurde bei den ein 
zelnen Reihen zu verschiedenen Zeiten nachuntersucht, um festzustellen 
ob eine etwaige Reaktion auf Cholesterinfiitterung eventuell erst einig 
Zeit nach der Entmilzung eintritt bzw. sich verstarkt. 


Die Milz wurde nach Schriagschnitt parallel zum untersten Rippen- 
bogen vollstandig entfernt. Die Heilung der Wunde erfolgte bei allen 
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lieren glatt. Eiterung trat nicht auf. Ein Tier starb im Verlauf der 
Versuche. Die tibrigen ertrugen den Eingriff gut. 


Die Erythrocytenzahl wurde wie tiblich durch Auszihlen in der 
Thoma-Zeissschen Zahlkammer ermittelt. Das Hiamoglobin wurde 
nach Sahli bestimmt. Die Bestimmung der Erythrocytenresistenz er- 
folgte nach Janowski. Diese Methode bestimmt die osmotische Resistenz 
ler Erythrocyten gegen eine 0,4°,ige NaCl-Lésung durch Auszihlen 
in der Thoma-Zeissschen Zihlkammer. Nach Méller (1927) sind diese 
quantitativen Resistenzbestimmungen den Farbvergleichsmethoden 
ihrer gréBeren Genauigkeit wegen vorzuziehen. 

Die Cholesterinbestimmungen wurden nach Authenrieth-Funk aus- 
vefiihrt, abgeindert fiir kleine Mengen von Dérle (1923). 


Versuchsprotokolle. 


Serie 1. Die erste Untersuchung wurde vor der Entmilzung aus- 
vefiihrt, die zweite 2 Tage nach der Entmilzung, die dritte 5 Tage nach 
der Entmilzung. Bei der jeweiligen Cholesterinfiitterung wurde 0,1 g 


Serie 1. Protokoll 1, vor Entmilzung. 





Zahl 


Tier Zeit Erythrocyten pa ~ an Hamoglobin Cholesterin 
Nr. Millionen Erythrocyten % mg 
1 9b 6,73 0.2 75 = 
10 Fiitterung 
2 7,2 1,8 80 
2 9 4,82 0,3 90 
10 Fiitterung 
2 5,82 09 100 
3 9 5,2 0,4 100 
10 Fiitterung 
2 6,2 1,6 100 
6 5,2 0,88 100 
4 9 4.8 0,98 75 - 
10 Fiatterung 
2 5,92 1,6 89 -- 
6 6,4 24 80 ie 
5 9 5,4 1,32 80 ‘ 
10 Fiitterung 
2 7,2 1,88 80 
6 7,22 24 85 — 
6 9 6,8 1,2 75 - 
10 Fiitterung 
2 7,32 4,96 85 _ 
6 7,68 2.2 85 _ 


Tier 1, 2, 3 und 4 werden entmilzt. 
Biochemische Zeitschrift Band 191. 
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Serie 1. Protokoll 2, 2 Tage nach Entmilzung. 





. | Zab! 
Erythrocyten | der resistenten 
Millionen | Erythrocyten %» mg 


Hamoglobin Cholester 


6,24 0,12 
litterung 
6,08 
6,04 
7,28 
liitterung 
6.4 
6,16 
64 
Fiitterung 
58 
5.6 
y 6.4 
10 Fiitterung 
2 5,2 
Exitus T 
Kontrolle 
+) 6.48 
10 Fiitterung 
2 92 
Kontrolle 
9 6,4 
10 Fiitterung 
2 8.6 3,0 90 


Cholesterin entweder in der Form von Cholesterin-Olivené! oder Chol 
esterinsubstanz auf Brot gefiittert. 

Aus dieser Versuchsserie laBt sich ersehen, daB simtliche vor der 
Entmilzung untersuchten Tiere eine deutliche Erhéhung der Erythro 
cyten, der Resistenz und des Haimoglobins auf Cholesterinfiitterung 
zeigen. Werden diese Tiere nach der Entmilzung untersucht, so zeigt 
sich mit einer Ausnahme, daB die Tiere auf Cholesterinfiitterung nicht 
mehr charakteristisch reagieren. Es findet sich keine Erhéhung der 
Erythrocyten, der Resistenz und des Himoglobins, sondern meist nach 
der zweiten Blutentnahme deutliche Zeichen einer Abnahme der be 
treffenden Werte. Nur ein Tier (Protokoll 3, Tier Nr. 3) zeigt nach 
Cholesterinfiitterung eine Zunahme der roten Blutkérper um eine 
Million bei unbedeutender Vermehrung von Resistenz und Hamoglobin 


Serie 2. Bei der nachsten Versuchsreihe wurden die Tiere ebenfalls 
zunichst vor der Entmilzung untersucht. Die zweite Untersuchung 
erfolgte 2 Wochen, die dritte 3 Wochen nach Herausnehme der Milz. 
Auch hier wurde wieder 0,1 g Cholesterin jeweils an ein Tier verfiittert 
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Serie 1. Protokoll 3, 5 Tage nach Entmilzung. 





| Zahl 


Tier Zeit Erythrocyten a Hamoglobin Cholesterin 
Nr. Millionen Erythrocyten % mg 
1 Qh 6,72 3,44 80 202 
10 Fiitterung 
2 5,92 2.88 80 245 
6 5,44 24 80 236 
2 9 6,16 2.4 80 
10 Fiitterung 
2 5,6 2.0 80 
6 5,24 2.0 80 
3 9 4,88 1,84 80 189 
10 Fiaitterung 
2 5,92 1,92 80 246 
6 5,82 2.0 85 220 
“ 9 6,16 2.4 80 — 
10 Fiitterung 
2 5.6 2,0 80 
6 5,32 2.0 80 
5 Kontrolle 
9 6,8 1,2 75 
10 Fiitterung 
2 7,83 4,9 90 
6 7,42 5,1 90 _ 
6 Kontrolle 
9 7,2 1,6 80 
10 Fiitterung 
2 8,62 2,2 90 — 
6 7,42 2,3 85 — 


Bei dieser Versuchsreihe findet sich bei keinem der entmilzten 
Tiere eine deutliche Reaktion auf Cholesterinfiitterung, abgesehen von 
zwei geringen Anstiegen der Erythrocytenwerte 4 Stunden nach der 
Fiitterung um 200000, Unterschiede, die noch im Bereiche der normalen 
Schwankungen liegen diirften. 

Serie 3. Die erste Untersuchung erfolgte auch hier wieder vor 
der Entmilzung. Die zweite Untersuchung 5 Wochen und die dritte 
6 Wochen nach der Entmilzung. Fiitterung mit je 0,1 g Cholesterin. 

Mit Ausnahme von Tier Nr. 2, Protokol] 3, das auf Cholesterin- 
fiitterung 6 Wochen nach der Entmilzung mit einem Anstieg der Himo- 
globinwerte antwortet, lassen sich hier bei simtlichen tibrigen Tieren 
keine typischen Reaktionen auf Cholesterinfiitterung auslésen, sondern 
leichte Abnahmen der untersuchten Werte. 

Tier Nr. 3, Serie 1, Protokoll 3 und Tier Nr. 2, Serie 3, Protokoll 3 
zeigen in ihrem Ausfall der Erythrocyten bzw. Himoglobinreaktion 
ein unregelmaBiges Verhalten, d.h. spites Auftreten einer mehr rudi- 
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Protokoll 1, vor Entmilzung. 
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Tier 1, 2, 3 und 4 werden entmilzt. 




















Erythrocyten | der . Hamoglobin Cholesterin ¥ 
Millionen | Erythrocyten %y mg . 
5,66 0,88 80 
Fiaitterung 
6,92 3,4 90 
6,0 1,9 90 
5,64 0,92 90 
Fiatterung 
7,32 4,2 100 
6,24 3,14 90 
5,88 1,2 80 
Fiitterung 
7,2 3,2 90 
6,4 2.8 
5,8 1,02 80 
Fatterung 
5.9 2.4 90 
6,8 3,2 90 
5,28 1,32 80 
Fiitterung 
5,82 2.4 95 
5,0 1,32 90 —- 
6,8 1,2 75 
Fiaitterung 
7,4 4.6 95 
8,2 4,2 90 
Protokoll 2, 2 Wochen nach der Entmilzung. 
- rs me 
Erythrocyten yw +. Hamoglobin Cholesterin na 
Millionen Erythrocyten % mg ga 
576 60 | * 20 80 112 
Fiitterung | 10 
iy 2,0 80 166 Ti 
6,12 1,9 80 160 
5,72 4,0 80 - 
Fiatterung Ch 
5,78 40 80 | = de 
5,84 | 3,7 80 — Pl 
4,0 ; 19 80 te R 
Fatterung | Pr 
. 3,4 100 -- 
4,56 | 16 80 | — : 
Fitterung | 8 
’ 2,72 90 | —_ di 














WinfluB der Cholesterinfiitterung auf Erythrocytenmenge usw. 101 


Serie 2. Protokoll 3, 3 Wochen nach der Entmilzung. 





| Zahl 


Tier Zeit Erythrocyten | Gen exten | Hamoglobin Cholesterin 
Nr. | Millionen | Erytbrocyten %9 mg 
Qh 5,8 1,28 80 94 
10 Fiitterung 
2 5,28 0,88 75 146 
| 6 5.0 08 75 92 
2 | ) 6,0 3,4 90 112 
10 Fiitterung 
2 5.6 2.3 80 163 
6 5.6 2,0 80 125 
3 9 6,08 3,12 90 124 
10 Fiitterung 
2 5,72 1,02 80 194 
6 5.6 1,2 80 166 
4 9 5.88 3,78 ! 90 143 
10 Fiitterung 
2 6,16 1,2 80 188 
6 5.9 1,2 80 154 
5 Kontrolle 
5,28 1,32 80 138 
10 Fiatterung 
2 5,87 2.4 90 210 
6 5,96 2.6 90 200 
6 Kontrolle 
9 5,84 08 80 122 
10 Fiitterung 
2 6,88 1,2 90 202 
6 6,62 2,1 90 188 


mentaéren Reaktion, auch in spaiteren Nachuntersuchungen. Die An- 
nahme besonderer, den Milzausfall kompensierender funktioneller Vor- 
ginge liegt nahe. 

Bei den nun noch folgenden Versuchen wurden entmilzte Tiere 
10 Tage lang mit je 0,1 g Cholesterin gefiittert. Die hierzu verwendeten 
Tiere waren vor 10 Tagen entmilzt worden. 

Diese Versuche zeigen, daB auch eine langere Zeit fortgesetzte 
Cholesterinfiitterung beim entmilzten Meerschwein keine Steigerung 
der Erythropoese verursacht, daB ferner eine geringe Anderung des 
Plasmagleichgewichtes durch Cholesterinvermehrung nicht zu einer 
Resistenzinderung im strémenden Blut und damit auch nicht zu einer 
Polyglobulie fihrt. 

Es lé8t sich also zusammenjfassend auafihren: 

Eine einmalige Cholesterinfiitterung lést beim normalen Meer- 
schweinchen Erhéhung der Erythrocyten und Hamoglobinwerte und 
der Erythrocytenresistenz aus. 
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Protokoll 1, vor Entmilzung. 





Tier 
Nr. 


2 
6 


srie 3. Protokoll 


Erythrocyten 


Millionen 


4,88 
Fiitterung 
5.91 

4,7 

6,96 
Fiitterung 

7,72 

7,2 

6,22 
Fatterung 

7.8 

6,8 

6.4 
Fiatterung 

7,5 

7,2 

4,8 
Fitterung 

6.8 

6.2 


Zahl 
der resistenten 
Erythrocyten 


0.88 


1,9 
2,4 


0.86 


we 
ho bo 


2, 5 Wochen nach Entmilzung. 
4 und 5 Kontrollen. 


Hamoglobin 


0 
0 


80 
95 
90 
SO 


90 
90 


80 


95 


80 


100 
100 


Tier 





Cholesterin 


2, 3 entmilzt 








Tier Zeit 


1 | Qh 


Erythrocyten 


Millionen 


5,44 
Fiatterung 

5,1 

5.0 


6.88 
Fitterung 
5,76 

7.0 


64 
Fiitterung 

6,0 

5.8 


6,4 
Fiitterung 
6,16 

6,0 


6,4 
Fiitterung 
7,52 
6,78 


Zahl 


der resistenten 
Erythrocyten 


0,62 


0,81 
0,86 


- OS! 


0,6 
0.8 


1,2 


1,12 
1,2 


Hamoglobin 


80 


80 


80 
80 


95 


Cholesterin 


mg 
112 


110 
164 


240 
164 


92 
164 


128 
122 


124 


168 
144 
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Serie 3. Protokoll 3, 6 Wochen nach Entmilzung. 





lier Zeit Erythrocyten der .. Hamoglobin Cholesterin 
Nr Millhionen Erythrocyten %o mg 

Qh 5,12 2.66 80 92 

10 Fitterung 

2 4,2 2.4 80 146 

6 4.12 2.0 80 115 
2 9 6.2 1.46 7 4 

10 Fiitterung 

2 6,2 1.6 Q 164 

6 6,02 1.6 90 91 
3 4 4,7 1,92 74 112 

10 Fiatrerung 

2 4.16 2.0 75 181 

6 4.0 2.0 75 166 
D Kontrolle 

9 4.92 0.88 8) 112 

10 Fitterung 

2 5,73 4.32 100 184 

6 6.2 3.1 100 ' 178 
6 Kontrolle 

9 4,84 24 80 124 

10 baitterung 

2 6,82 5.2 95 156 

6 6.0 4,16 95 148 


Beim entmilzten Tier tritt diese Reaktion kurze wie lange Zeit 
nach der Operation nach einmaliger oder langere Zeit fortgesetzter 
Cholesterinfiitterung nicht auf. Die betreffenden Werte zeigen vielmehr 
iiberwiegend eine Verminderung. Nur ausnahmsweise treten auch bei 
diesen ungleichmaBige, rudimentar verlaufende Reaktionen auf. Daraus 
laBt sich fiir die Rolle der Milz folgeades sagen: Einmalige Cholesterin- 
fiitterung fiihrt zu einer voriibergehenden Erhéhung des Cholesterin- 
spiegels. Gleichzeitig mit dieser Cholesterinamie entwickelt sich eine 
voriibergehende Polyglobulie und Resistenzerhéhung der Erythrocyten. 
Da diese polyglobuliren Reaktionen beim entmilzten Tier ausbleiben 
oder nur gelegentlich rudimentar in Erscheinung treten, ist anzunehmen, 
daB diese Reaktion an eine durch die Cholesteringaben bedingte Ver- 
anderung des Milzgewebes gebunden ist. Da wir ferner wissen, daB die 
Erythrocytenresistenz in der normalen Milz eine Verminderung erfahrt 
und diese bei Cholesteringaben verhindert wird bzw. in ihr Gegenteil 
umsehlagt, kénnen wir auch aus dieser Erscheinung auf eine besondere 
Beeinflussung des Milzgewebes durch eine funktionelle Beeintrachtigung 
schlieBen. Es liegt nahe, diese Einwirkung auf die verarbeitenden 
Mechanismen, das retikulo-endotheliale System zu beziehen, etwa in 
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dem Sinne, daB bestimmte vermittelnde Aufgaben durch eine Bindung 
des Cholesterins voriibergehend gehemmt oder verhindert werden 
Die Ausnahmefille sprechen dafiir, daB auch andere Teile des retikulo- 
endothelialen Apparates fiir die normale Reaktion in Betracht kommen 
Sie scheinen aber bei der iiberwiegenden Zahl der Versuchstiere nicht 
zu gentigen, um den Ausfall des Milzgewebes zu kompensieren. (Ob 
ein spaterer Ausgleich méglich ist, geht aus den Untersuchungen nicht 
hervor. Jedenfalls ist er hier nach 1 bis 2 Monaten noch nicht ein- 
getreten. 

Aus den Versuchen geht ferner hervor, daB eine direkte Beeinflussung 
des Cholesterins auf die roten Blutkérperchen oder ihre Bildungszellen 
im Knochenmark, ferner besondere Anderungen des Plasmagleich. 
gewichtes durch Cholesterinvermehrung keine ausschlaggebende Rolle 
spielen kénnen. 

Die Versuche sprechen also dafiir, daB eine Erhéhung des Chol- 
esterinspiegels zu einer Stérung der Blutmauserung durch die Milz 
regulation fiihrt. Sie kénnen darnach als eine indirekte Bestatigung 
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Jer Annahme von Heeres und Bolt dienen, daB die nach Milzexstirpation 
auftretende Cholesterinimie, Polyglobulie und Resistenzvermehrung 
jer Erythrocyten gemeinsame Folgezustande der fehlenden Milz- 


regulation sind. 

Gleichzeitig scheint man anzunehmen, daB sich der Quotient 
holesterin/Phosphaten, von dem die Resistenz der Erythrocyten ab- 
hingig sein soll, wesentlich von gewissen funktionellen Leistungen 
ler Milz oder ihres Wegfalles beeinfluBt wird. 
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Uber die Warmeténungen der chemischen Reaktionsphasen 
im Muskel. 


Von 
Otto Meyerhof und J. Suranyi. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem. 
(Eingegangen am 14. Oktober 1927.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Als der nach unseren bisherigen Kenntnissen wesentliche energie- 
liefernde chemische Vorgang wahrend der Muskelkontraktion ergab 
sich sowohl unter anaeroben wie aeroben Bedingungen ein Ubergang 
von Glykogen in Milchsiure. Wahrend anaerob die gebildete Milchsaure 
bestehen bleibt, verschwindet sie in Gegenwart von Sauerstoff nach- 
traglich unter Oxydation und Resynthese zu Glykogen!. Wahrend 
der Spaltung des Glykogens in Milchsiure werden im Muskel pro | ¢ 
im Durchschnitt 380 bis 390 cal frei: kalorischer Quotient der Milch- 
siure (c.Q.). Diese Warme unterscheidet sich nicht meBbar, ob dic 
Milchsiure bei der Kontraktion oder wihrend der Ruhe entsteht 
Da nun in beiden Fallen der Anfangs- und der Endzustand der er. 
schlaffte Muskel ist, beweist diese Gleichheit, daB die anaeroben energie 
liefernden chemischen Vorginge wahrend der Tiatigkeit denen der 
Ruhe genau gleich sind. Doch ist zu beachten, daB diese Mittelzah! 
des c. Q. aus Versuchen mit im allgemeinen 0,15 bis 0,25 ° Milchsaure 
bildung gewonnen ist. Bei kleinerer Milchsaurebildung ergab sich in 
einigen Versuchen ein gréBerer, bei starkerer Milchsiurebildung ein 
kleinerer ¢. Q. Doch waren die Unterschiede bei den versuchstechnischen 
Schwierigkeiten nicht groB genug, um sicher auf einen Gang schlieBen 
zu lassen. Wohl aber verringerte sich der c. Q. betriachtlich, wenn ein 
gréBerer Teil der hinzugebildeten Milchsaure in die Lésung iibertrat. 
Es fand sich 1. in zerschnittener Muskulatur, wo die Milchséure in 
Phosphatlésung tibertritt, ein ec. Q. von 200 cal, nach Abzug der Umsatz- 


' O. Meyerhoj/, Handb. d. Physiol. 8, 1, 476. 
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arme von Milchsiure mit Phosphat 180 cal, 2. wihrend der zweiten 
»riode einer anhaltenden Anaerobiose intakter Muskeln in bicarbonat- 
haltiger Ringerlésung noch 220 cal, wobei wiederum 20 cal fiir die 
Reaktion mit Bicarbonat abzuziehen sind, so da hier 200 cal fiir 
lie Spaltung bleiben. Auch hier tritt die neugebildete Milchsdure 
«otal in die Bicarbonatlésung tiber. 
Die Erklirung fiir den c. Q. war diese: Auf Grund der Verbrennungs- 
nd Lésungswirmen von Milchsiure und Glykogen, die der eine von 
ms zum Teil gemeinsam mit R. Meier bestimmt hat!', betrigt der 
(bergang von gequollenem Glykogenhydrat zu geléster Milchsiure 
twa 180cal, also genau so viel wie die Wairmeténung der Milch- 
«iurebildung in zerschnittener Muskulatur, wobei demnach kein weiterer 
ProzeB stattfindet. Der Uberschu8 von etwa 200 cal bei der Kontrak- 
‘ions- und Ruhewarmebildung im intakten Muskel konnte weiterhin zu 
einem erheblichen Teil auf die Reaktion geléster Milchsiure mit Muskel- 
protein bezogen werden, wobei die Entionisierung des letzteren vor sich 
seht. Diese Entionisierungswarme betriagt fiir Muskelprotein pro Aqui- 
valent 12600 cal, d.h. pro 1 g Milchsaure 140 cal, und auch das Eindringen 
yermeierender Sauren (Valeriansiure) in den Muskel ohne gleichzeitige 
Milchsiurebildung ist mit einer Warmeténung verbunden, die etwa 
10000 cal pro Aquivalent betrigt, entsprechend 110cal pro Gramm 
Milchsture. Doch ist nicht der ganze Betrag der Entionisierung fiir 
den c. Q. verfiigbar. Wie O. Meyerhof und K. Lohmann® fanden, ist 
im unermiideten Muskel nur gut die Halfte des Alkalis, das mit der 
Milchsdure reagiert, an Protein gebunden, der Rest an Phosphat und 
andere Puffersubstanzen. Statt 140 cal sind danach nur etwa 70 bis 
% cal fiir die Entionisierung des Proteins anzusetzen und etwa 10 cal 
fiir den Umsatz mit Phosphat und ein Betrag von 100 bis 120 cal, also 
fast ein Drittel des gesamten c. Q., harrt der Erklarung. Zwar erschien 
es méglich, daB dieser Betrag durch verschiedene Umstande verkleinert 
wirde. Z.B. kinnte das Phosphat im iytakten Muskel so abgetrennt 
sein, daB die Milchsaiure nur mit dem EiweiB reagieren kann. Es kénnte 
sich ferner zu der Entionisierungs- noch eine Dehydratationswarme des 
EiweiBes addieren, wie sie wenigstens bei schwer léslichen Aminosauren 
nachweisbar war. Jedoch schlugen alle Versuche, im Modell solche 
Zusatzwarmen bei EiweiBlésungen zu finden, fehl. 


' Diese Zeitschr. 129, 594, 1923; 150, 233, 1924. 

2 Ebendaselbst 168, 141, 1926. 

* Erwahnt sei, da®B H.J. Lesser bei Vergleich von Milchséurebildung 
und Warmeproduktion des ganzen Frosches in der Anoxybiose einen éhnlichen 
mgedeckten Kalorienbetrag fand und danach das Bestehen eines zweiten 
anaerob verlaufenden exothermen chemischen Prozesses vermutete. Diese 
Zeitschr. 140, 560, 1923. 
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Ein Weg, in dieser Richtung weiterzukommen, eréffnete gic) 
durch die Méglichkeit, das Ferment aus dem Muskel zu isolierey! 
Hier kénnen die chemischen Vorginge ohne alle Strukturbedip. 
gungen ablaufen und die von auBen zugefiigten Kohlehydrat 
Starke, Glykogen, Glucose, Hexosephosphorsiure, werden glatt jj 
Milchsiure gespalten. Die Warmeténung der einzelnen Spalt ngs 
phasen 14Bt sich ohne Schwierigkeit messen. So kann ferner di 
Wiarme der Veresterung des Glykogens mit Phosphorsiure, des Uber 
gangs von Hexosemono- in Diphosphorsiure usw. von allen anderey 
Vorgingen getrennt bestimmt werden. Wenn also eine noch wp. 
bekannte chemische Reaktion mit starkerer positiver Warmeténuny 
abliefe, miBte sie auf diesem Wege entdeckt werden. In der 
Tat gelang es so, den bisher unbekannten Restbetrag des ¢. () 
in GréBe von gegen 120 cal aufzukliren. Uberraschenderweix: 
rihrte er nicht von irgendwelchen physikalisch-chemischen Pro. 
zessen her, die durch die gebildete Milchsiure veranlaBt werden 
sondern von einem Stoffwechselvorgang, dessen Entdeckung man 
P. und G. P. Eggleton*, sowie unabhingig davon Fiske und Subbarow! 
verdankt. Diesen Autoren gelang der Nachweis, daB zwei Drittel 
bis drei Viertel des gesamten Phosphats im Muskel, das bisher als 
anorganisch angesprochen wurde, sich in labiler, séureunbestandiger 
Bindung befindet, und zwar, wie von Fiske und Subbarow festgestellt 
wurde, zusammen mit Kreatin. Dieser Komplex, der von Eggleton als 
,.Phosphagen** bezeichnet wurde, wird unter anaeroben Bedingungen 
aufgespalten, langsam in der Ruhe, rasch bei Tatigkeit. Der Zerfal 
des ,,Phosphagens“ in Kreatin und Phosphorsaure, iiber den der eine 
von uns gemeinsam mit Dr. K. Lohmann nichstens eingehender be- 
richten wird, besitzt aber die verlangte Wairmeténung, wenn man das 
Verhaltnis der Phosphagenspaltung zur Milchsiurebildung fiir die bei 
Messung des c. Q. eingehaltenen Bedingungen (etwa 0,2 % Milchsaure- 
ntdung) zugrunde legt ¢. 


1 Diese Zeitschr.' 178, 395, 1926. 

? P. und G. P. Eggleton, Biochem. Journ. 21, 190, 1927; Journ. 0! 
Soc. Chem. a. Ind. 46, Nr. 21, 484, 1927; Journ. of Phys. 68, 155, 1927 

3 Science 65, 401, 1927. 

* Neuere Versuche des einen von uns (O. Meyerho/) legen nahe, dab div 
..Aufspaltung’ der praformierten Kreatinphosphorséure und ebenso ihr 
.,Resynthese“ aus den Spaltprodukten im Muskel zum Teil nur auf eine: 
Ubergang aus einer stabileren in eine labilere Verbindung zuriickzufiihre: 
sind und dann nicht mit derjenigen Warmeténung verkniipft, wie sie sic! 
aus der Spaltung des isolierten Phosphagens in vitro ergibt. In welchen 
Umfang dieser Befund die Deutung des kalorischen Quotienten im obige: 


Sinne einschrénkt, wird gegenwiartig untersucht. Wir glauben jedocl. 


daB der GréBenordnung nach die obigen Angaben zutreffend bleiben. 
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\uBerdem schien es wichtiz, die Teilprozesse der Kohlehydrat- 
spaltung zu untersuchen, um festzustellen, welche als energieliefernd 
in Betracht kommen. 


Eine Reihe vorlaufiger Versuche hierfiir hat schon im Sommer 1926 
tr. Hermann Blaschko in unserem Institut ausgefiihrt. 


Methodik. 


Die allgemeine Methodik schloB sich der friiher gebrauchten eng an'. 
in einem Teil der Versuche wurde die Temperatur thermo-elektrisch in An- 
ehnung an das von A. V. Hill beschriebene Differentialverfahren gemessen. 
Doch anderten wir dies dahin ab, wie es schon friiher gelegentlich von dem 
einen von uns verwandt war: Beide Dewar-GefaBe hangen in einem auf 
),002° regulierten, elektrisch geheizten Thermostaten. Das Kontrollgefai6 
wird offen darin versenkt, wahrend das VersuchsgefaéB mit wattegefiilltem 
Glaskragen herausragt. Das Kontrollgefa8 verschafft die konstante Bezugs- 
temperatur, die von den Oszillationen des Thermostaten unabhangig und 
innerhalb 0,0005° konstant ist. Fiir die Rechnung wird dann allein der 
Abkiihlungskoeffizient des VersuchsgefaBes beriicksichtigt. 

Als MeBinstrument benutzten wir ein Zeisssches Schleifengalvanometer, 
las in dem Kellerraum, in dem die Messungen stattfanden, auf einem Sockel 
aufgestellt war. Es wurde meist mit starker VergréBerung, aber hangerder 
Schleife benutzt und die erste Interferenziinie mit vorgesetzter Griinscheibe 
abgelesen. Verbunden mit einem Thermoelement von Kupfer-Konstantan 
mit beiderseits zwei Létstellen und 6 Ohm Widerstand, ergab sich bei 
Kommutierung eine Empfindlichkeit von 1,95 Skalenteilen pro 0,01° oder, 
da auf 0,2 Skalenteile gut abgelesen werden konnte, eine Genauigkeit 
von 0,001°. Bei stehender Schleife ist die Empfindlichkeit etwa 6 mal so 
groB, aber die Skalenbreite dann fiir die meisten Versuche zu klein, falls 
man nicht mit Kompensation arbeitet. Auch ist dann die Stabilitét ge- 
ringer. Die Dewar-GefaBe werden im Thermostaten geschiittelt. Die 
Sehiittelvorrichtung ist in Abb. 1 wiedergegeben. Das Thermoelement 
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Abb. 1. Schiittelvorrichtung der KalorimetergefaBe im Thermostaten. 
a: Biigelférmiges Thermoelement mit beiderseits zwei Létstellen. : KontrollgefaéS, im Thermo- 
staten versenkt. c: VersuchsgefaS, mit Muskelextrakt gefiillt. 


1 O. Meyerhoj, Abderhaldens Handb. d. Biol. Arbeitsmethod. Abt. IV, 
Teil 10, S. 771. 
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wird mit dem Galvanometer durch eine Pohlsche Wippe verbunden. [jx 
besteht aus vier mit Quecksilber gefiillten Reagenzglaschen, die in cing, 
mit Quecksilber gefiillten Dewar-Becher tauchen, um sie auf konstante 
Temperatur zu halten. Bei jeder Ablesung wurde kommutiert. 


Der Vorteil der Anordnung gegeniiber der thermometrischen Messung 
ist nur die etwas héhere Empfindlichkeit der Temperaturablesung. }), 
indes die Fehlergrenze zumeist nicht hierdurch bestimmt wird, so wunk 
eine gréBere Zahl von Messungen auch wie friiher mit gepriiften Beckman 
Thermometern vorgenommen. Wurde mit Beckmann-Thermometer a} 
gelesen, so wurde ein zweites Dewar-GefiB von gleichem Abkiihlungs 
koeffizienten mit Wasserfiillung als KontrollgefaB benutzt. Es gab de 
Moment an, wo die Vorperiode beendet war, d.h. der Temperaturgang 
dem stationéren Wert des Abkiihlungskoeffizienten entsprach. Diese Vor 
periode betraégt bei nicht sehr abweichender Zimmertemperatur 60 bi 
70 Minuten. Die Temperatur betrug fiir einen Teil der Versuche 20,0, fii; 
die anderen 18,6°. 

In Dewar-Kolben von etwa 80 ccm Fassungsraum der Kugel wurde: 
im allgemeinen 70 cem schwach verdiinnten Muskelextrakts gefiillt. Diese 
wurde, falls gréBere Mengen Milchséure zu erwarten waren, mit Bicarbonat 
versetzt, so daB die Gesamtkonzentration 0,2°, NaHCO, betrug; ferner 
éfters auch mit Phosphat (pq 7,4). In den ersten Versuchen wurde dauer: 
Stickstoff + 5°, Kohlenséure durch das GefaiB geleitet, um den Kohlen 
séuredruck konstant zu halten und Umsatzwarmen der Kohlensaéure zu 
verhindern. Da aber die Reaktion fast immer nach der sauren Seite ver 
schoben wird, wurde spéter auf das Durchleiten von Gas iiberhaupt ver 
zichtet und nur das zugefiigte Kohlehydrat aus der eingehangten Pipett: 
mit Stickstoff herausgedriickt'. Der Abkiihlungskoeffizient der Gefibe 
betrug je nach der besonderen Anordnung 4,5 bis 6°, pro Stunde. Der 
Wasserwert des leeren GefaiBes mit Thermemeter (bzw. Thermoelement 
in der Versuchsanordnung wurde nach dem Mischungsverfahren bestimmt; 
er betrug 9 ccm Wasser. Die Genauigkeit der Warmemessungen im Beginn 
dieser Arbeit litt durch den Umstand, da8 nur eine Vorperiode von 20 Mi- 
nuten gewahlt wurde, weil das Ferment bei 20° in Abwesenheit von Kohle 
hydrat erheblich geschidigt wird. In 20 Minuten ist aber noch kein kon 
stanter Abkiihlungswert erreicht und die empirische Korrektur der An 
fangszeit nicht genau. Fiir die Spaltung der Glucose und fiir den Umsatz 
des Hexosemonophosphats war einé solche Abkiirzung der Vorperiode 
unvermeiclich, weil diese beiden Reaktionen am empfindlichsten sind. 
Dagegen lie8 sich bei den iibrigen, insbesondere in mit destilliertem Wasser 
hergestellten Extrakten auch nach einer Wartezeit von 70 Minuten noch 
ein recht betrachtlicher Umsatz erzielen, so daB8 wir hier die Versuche mit 
lingerer Vorperiode wiederholten und die vorangegangenen nur als orien 
tierend betrachten. 


Eine andere Komplikation besteht bei gréBeren Umsatzen in der Reak 
tionsverschiebung nach der sauren Seite, die einmal durch Milchséure 
bildung und dann durch gleichzeitige Veresterung hervorgerufen wird. 
Die Lésung enthalt aber nicht unbetrachtliche Mengen Eiwei8, die zum 
Teil an der Pufferung teilnehmen, so da® ein gewisser Betrag von Eiweil 
Dissoziationswirme auftritt. Die GréBe des Gesamtbetrages der Neutrali- 


' O. Meyerhoj, Pfliigers Arch. 195, 46, 1922. 
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cationswarme haben wir dadurch ermittelt, daB Extrakt ohne Kohlehydrat 
im Kalorimeter mit so viel Milchséure versetzt wurde, als in den Versuchen 
gbildet wird. Die so gemessenen Wirmen wurden von denen im Haupt- 
versuch in Abzug gebracht. Um auch bei der Séiuerung durch Veresterung 
lie Warme der EiweiB-Neutralisation zu kennen, wurde in Kontrollversuchen 
einbasisches Phosphat in den Extrakt gegeben, so daB eine py-Anderung 
yon gleicher GréBe eintrat. Hier muB8 dann die ganze Reaktionswarme 
auf EiweiBentionisierung bezogen werden. Diese Kontrollmessungen wurden 
nicht fiir jeden Einzelversuch angestellt (der jedesmal 80cem Extrakt 
aus 100 g Froschmuskel benétigt), sondern nur fiir die meist vorkommenden 
pg-Verschiebungen, und die anderen Werte interpoliert. 


Die chemischen Bestimmungen geschahen ahnlich wie bei den iibrigen 
Arbeiten. Die Milchséiure wurde nach EnteiweiBung mittels Natrium- 
wolframat und Schwefelsiure (Folin-Wu), Entzuckerung nach van Slyke 
und Clausen nach dem Verfahren von Fiirth-Charnas und Clausen be- 
stimmt, mit den im hiesigen Institut benutzten Verbesserungen’. Ent 
sprechend den Erfahrungen von F. Lipmann in diesem Institut wurde in 
Gegenwart von Fluorid nach Zusatz des Kupferkalkes mindestens 5 Stunden 
bis zur Filtration gewartet, um Milchséiureverluste zu vermeiden. Der 
Zucker wurde im _ Folin-Wu-Filtrat nach Bertrand und Michaelis 
bestimmt. 

Die py-Messung geschah mit der Wasserstoffelektrode, in einzelnen 
Fallen mit der Chinhydronelektrode. 


Die Phosphatbestimmungen geschahen kolorimetrisch. Wurde nur 
die Anderung des stabilen Phosphorséureesters verfolgt, so wurde genau 
nach der Vorschrift von K. Lohmann und L. Jendrassik nach der Briggs- 
Fiske-Methode gearbeitet*. Wurde auch der Umsatz des Phosphagens 
studiert, so wurde eine bestimmte Menge Extrakt (2 ccm) in eisgekiihlte 
4%ige Trichloressigsiure (10 ccm) einpipettiert, sofort unter Eiskiihlung 
filtriert und ein gewisser Teil (5 ccm) in Réhrehen aus Jenaer Glas eingefiillt, 
die mit Magnesiumzitratlésung nach Mathison (5ccm) gefiillt waren’*. 
Durch die Alkalisierung wird das Phosphagen stabilisiert. Der Phosphat- 
niederschlag setzt sich in 15 Stunden ab. Er wird in den Jenaer Réhrchen 
15 Minuten zentrifugiert, um am Boden festzuhaften, dann die Fliissigkeit 
mit einem unten gebogenen Réhrchen abgehebert und der Niederschlag 
noch einmal mit verdiinntem Ammoniak auf der Zentrifuge gewaschen, 
schlieBlich in Molybdat-Schwefelséure gelést und mit der Lésung die kolo- 
rimetrische Bestimmung nach Fiske ausgefiihrt. Dagegen wird in einem 
anderen Teil des Trichloressigséurefiltrats die direkte Bestimmung der 
Phosphorsaure nach Fiske vorgenommen. Die Differenz beider Bestimmungen 
ergibt den Phosphagengehalt. 


1 In den letzten Bestimmungen wurden auch die Verbesserungs- 
vorschlage von Friedemann, Cotonio und Shaffer (Journ. Biol. Chem. 73, 
335, 1927) beriicksichtigt, Mangansulfatzusatz mit starkerer Schwefel- 
siurekonzentration. Unter diesen Umsténden ist die Destillation ohne 
Anderung der Ausbeute (etwa 98% bei 0,5 bis 2 mg Milchséure) nach etwa 
10 Minuten beendet. 

* K. Lohmann und L. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 

* Biochem. Journ. 4, 233, 1909. 
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Fehlergenauigkeit. 


Die chemischen Bestimmungen, Milchséure, Glucose, Phosphat, diirft, 
auf etwa 2 bis 3% genau sein. GréBer ist dagegen die Fehlerbreite ¢ 
Warmemessungen, die abhangt 1. von dem absoluten Betrag der Temperaty 
erhéhung; 2. von der Genauigkeit der Ubereinstimmung der Versuch 
temperatur mit der Thermostatentemperatur. Ein schwer abschiatzbar 
Fehler kann ferner dadurch entstehen, da8 in der Vorperiode der Messunge 
die Kontrollprobe in nicht ganz kohlehydratfreien Extrakten einen Umsat 
zeigt, der mit dem der Versuchslésung nicht vollkommen genau iibe 
einstimmt. Der erstgenannte Fehler spielt nur bei sehr kleinen Umsitze 
eine Rolle; da bei der Genauigkeit der Temperaturablesung von (),(( 
die mégliche Fehlerbreite der Messung 0,002° betragt, so begrenzt die 
bei der Bestimmung der Warmen der Hydrolyse und Veresterung die ( 
nauigkeit, da hier die Temperaturanstiege nur 0,01 bis 0,02° betragen. W,; 
den zweitgenannten Fehler anbelangt, so kann der Abkiihlungskoeffizien 
der GefaéBe in der Versuchszeit um etwa + 1°, schwanken (d. h. zwische 
4 und 6°), also um ein Fiinftel seiner GréBe. Betragt die Korrektur {i 
Abkiihlung nicht mehr als 20° des beobachteten Temperaturanstiege 
so entsteht hierdurch ein Fehler von nicht iiber 4%. Diese Bedingun 
14Bt sich in fast allen Versuchen erfiillen. Um den Fehler, der aus de 
Kohlehydratumsatz wahrend der Vorperiode entstehen kann, zu_ ver 
meiden, wurde in den letzten Versuchen die Vorprobe, die zur Milchséiure 
anfangsbestimmung dient, direkt aus dem Kalorimetergefa8 entnomme: 
mittelst einer in dem Stopfen befindlichen Pipette. Bei den Versuch, 


mit verkiirzter Vorperiode und mit dest. Wasserextrakt kommt schliedlic! 


noch der spaterhin zu besprechende Zerfall einer gewissen, nicht gena 
feststellbaren Menge priéformierten Phosphagens als Ursache von Warn 
bildung hinzu. Jedoch wurde der dadurch entstehende Fehler in alle: 
spéteren Versuchen nach Méglichkeit ausgeschaltet. 


Ausfiihrung der Messungen. 

Die Messungen werden in folgender Reihenfolge mitgeteilt: 
1. Neutralisationswirmen 

a) der Milchsaure, 

b) des KH, PO,. 
2. Die Hydrolysenwirme des Glykogens. 
3. Veresterungswarmen 

a) des Glykogens, 

b) des Hexosemonophosphats. 


— 


. Spaltungswirme der Hexosediphosphorsaure. 
. Spaltungswirme des Glykogens. 


. Spaltungswairme der Glucose. 


iI @& oC 


. Zerfall des Phosphagens. 
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la. Neutralisationswadrme der Milchsdure. 


Es seien zunichst die Messungen der Neutralisationswiarme be- 
vhrieben, die fiir solche py-Verschiebungen und Milchsaiuremengen 
hestimmt wurden, wie sie in den Versuchen selbst vorkamen. Um in 
en Kaliumchloridextrakten jede Milchsiurebildung in der MeBperiode 
» verhindern, wurden sie durch 20 Minuten langes Erwirmen auf 38° 
aktiviert. 3 ccm einer Milchsdiure von titriertem Gehalt wurden nach 
Temperaturausgleich aus einer im DewargefaB hangenden, gebogenen 
Pipette mit Stickstoff herausgedriickt. Die Anderung des py wurde mit 
jer Chinhydronelektrode gemessen. Eine Ubersicht ist in der folgenden 
Tabelle 1 enthalten. In einzelnen Fallen wurde nach dem Versuch der 
ngesiuerte Extrakt durch Zusatz der berechneten Menge Natronlauge 
wieder auf den Ausgangswert gebracht, dann abermals neutralisiert. 
Diese Versuche sind unter der gleichen Nummer mit b) bezeichnet. 
Wie zu erwarten war, sinkt die Neutralisationswirme pro 1 g Milch- 
siure mit steigender Milchsiuremenge, in noch starkerem MaBe aber 
bei Zusatz von Phosphat oder Bicarbonat zum Extrakt. Vgl. hierzu 
hesonders Versuch 3 und 4, die mit steigenden Phosphatzusatzen aus- 
vefiihrt sind. | 





Tabelle 1. 
Neutralisationswarme der Milchséure in inaktiviertem Extrakt. 
i sis Ms 
33 - ce 
38 | 62 | 54 Zusatze Gesamt- es | &s 
Nr — 4 z | 33 BE P Phosphat- x Pu Pu tz «= 
2* 163 a) gemisch 2O5 vorher nach>| <4 23 
= i 5 B == Bicarbonat her ra) S$ 
mg com | com mg Z 
! 19. XI. 45 70 64 8cem013mP 80 7.14 | 6.96 2,10); 46,7 
ib 19. XI. | 90 | 78 64 38 . O13BmP° 89 7,15 | 6,62 315 35.0 
2 |97. XI, 54 78 «| 58 47.4 | 7,18 | 6,79 | 243 45,0 
} |29. XI 54 | 70 67 . 39.4 7,16) 6.51 243 45,0 
3b 29. XI. | 54 | 80 68.5 6eem013mP 98,0 | 7,22) 6,99 1,94) 36,0 
3c || 30. XI. | 34 | 7 59 6 .,- 013m P 102.0 | 7,12 | 6,86 | 1.8 33,0 
44130. XT. 54 | 76 56 10 . O013mP ) 145.0 | 7,18 | 7,00 | 1,6 25.5 
| 
4 1.X0.;| 54 | 70 67 41.0 7,08 | 6,46 | 2.6 48,0 
4b!) 1XIL |) 54 | 80 61 10cem 013m P 142.0 7,19 6,72 | 1,35 | 25,0 
5 5. | Bi 76 36.4 688 | 6571.24 47 
5b! 5. I.) 28 | 82,2) 76 35° | 6921660/119 44 
6 7. -. 90 | 8386 70 Ofcom 15m P, 70 | 7,62) 6,88) 287) 31 
04% B 
6b 7. &- 99 | 885 > 70 O6cem 15m P > 70 7,56 | 6,81 | 2,87 31 
04% B 


Die Neutralisation einer gleichen Milchsiuremenge in tiberschiissiger 
remer Phosphatlésung (126mg P,O, auf 54mg Milchsiure) ergab 20 
his 22 cal pro 1g Milchsaure. 
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1b. Neutralisationswérme mit saurem Phosphat. 


Um auch einen Anhaltspunkt fiir die Entionisierungswiarme «,. 
EiweiBes zu haben, die bei der Veresterung von Phosphat auftrit; 
wobei sich ja die Reaktion stets nach der sauren Seite verschiecht 
wurde der Extrakt statt mit Milchsiure mit saurem Kaliumphospha: 
versetzt. Die hierbei auftretende Warme ist auf die Differenz der | isso. 
ziationswirme des EiweiBes und der des Phosphats zu beziehen, analoy 
der Reaktion, die bei konstanter Menge Alkalikation sich im eiwei{ 
haltigen Extrakt wahrend der Phosphatveresterung abspielt. — |)a: 
Resultat eines solchen Versuchs ist das folgende: 

Versuch 1 vom 4. Dezember 1926. Zusatz 3ccm mol. KH, Po, 
zu 67 ccm Extrakt. py-Verschiebung von 7,12 auf 6,86, gebildet 1,66 ca! 
Die Warmeténung entspricht etwa der einer gleichen py-Verschiebuny 
durch Milchsiure bei sehr hohem Phosphatgehalt. 


2. Hydrolysenwdrme des Glykogens. 

Bereits in alteren Versuchen wurde die Warmeténung der enz) 
matischen Hydrolyse des Glykogens gemessen®; die Spaltung war mit 
Taka-Diastase und Malz-Diastase vorgenommen, das Verhiltnis von 
Maltose zu Glucose auf indirektem Wege ermittelt. Es ergaben sich 
8 bis 10 cal pro 1g reduzierenden Zuckers (berechnet fiir Glucose 
Es erschien jedoch erwiinscht, die Hydrolyse durch das Muskelenzym 
selbst zu bewirken und auf diese Weise erstens die Korrektur zu kennen 
die bei iiberschiissiger Verzuckerung des Glykogens bei den spiiter 
mitzuteilenden Versuchen der Glykogenspaltung anzubringen war 
wie auch andererseits den Vorgang im lebenden Muskel dadurch genauer 
zu imitieren. Wie in den vorangehenden Arbeiten festgestellt wurde® 
wird der Muskelextrakt durch 20 Minuten langes Erwirmen auf 37° 
zur Milchsaurebildung unfahig, wahrend er Glykogen fast unverandert 
gut hydrolysiert. Es entsteht ein Gemisch verschiedener reduzierender 
Saccharide, bis zur Glucose. Das Resultat der Versuche ist in der 
folgenden Tabelle I] enthalten. Zwei orientierende Versuche mit gréBerem 
Umsatz erga ben eine etwas héhere Warmeténung; doch wurde in diesen 
die etwa noch gebildete Milchsiure nicht mitbestimmt. Es sind daher 
nur die drei spaiteren, genaueren, angegeben, und wir verwenden als 
Durchschnitt 13 bis 14cal pro 1 g reduzierenden Zuckers, berechnet 
fiir Glucose. Die Zuckerbestimmungen wurden samtlich nach Bertrand 
ausgefiihrt, so daB nur die Zahl der reduzierenden Gruppen bestimmt 
worden ist‘. 

' Vgl. O. Meyerhof und J. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 427, 1926 
2 O. Meyerhof, Piliigers Arch. 204, 295, 1924. 

* K. Lohmann, diese Zeitschr. 178, 444, 1926. 
* Vgl. K. Lohmann, a. a. O. 
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Tabelle 11. 
Hydrolysenwirme des Glykogens. 


A. Warmemessungen. 





Gesamt- Unverdiinnt.,Glyxogen+ Vers |Temperature Tempe etacten 





Nr. | flissigkeit Extrakt  zusatz suchss anstieg ratur 
; | 1927 oom oom mg eit | beobachtet korrigiert gebdildet 
1 18. V. — 69 300 = 8h30’ 0,011 0,014 1,13 
2 se 69 300 4h 0.014 0,016 1,3 
3 20. IX. 82 | 76 240 4 0,022 0,021 1,91 
B. Chemische Bestimmung und Berechnung. 
| Glucose | Glucose  Milchséure | Milchsiure | Keloriens —_Kallorien Kalorien 
Nr. || vorher nacbher vorher nachher | Korrektur fiir pro yg Zucker 
i fur mae ber. tir 
| mg mg mg mg Milchsaure hydrolyse jlucose) 
1 etwa 15 83 15,9 16,5 0,30 0,83 12 
2 etwa 15 115 4,05 390 | O 1,3 13 
3 | 3,0 90 13,3 17,0 0,74 1,17 13,5 


Aus der Differenz der Verbrennungswirme von geléstem, ver- 
diinntem Glykogenhydrat (3782 cal) und geléster verdiinnter Glucose 
(3756 bis 3760 cal)! wiirden sich etwa 25cal ergeben. Doch ist diese 
Zahl natiirlich nicht sehr genau®; andererseits aber auch ist der in 
unseren Versuchen bestimmte reduzierende Zucker nicht samtlich 
Glucose. 


3a. Veresterungswarme des Glykogens. 
Die Veresterung der Glykogenspaltprodukte mit Phosphat nach 
der Forme] 
C,H,,0; + H,O + 2 H,PO, = CgH 90, . (PO,H,), + 2 H,O 


laBt sich von der Aufspaltung des Esters in Milchsiiure und Phosphor- 
siure trennen mittels der von Embden entdeckten Wirkung des Natrium- 
fluorids. Die von uns benutzte Fluoridkonzentration betrug 0,1 Lis 0,2 m, 
wodurch die Milchsaivrebildung des Extraktes fast vollkommen auf- 
gehoben wird. Die Milchsiure wurde bestimmt und fiir die geringfiigige 
Zunahme eine Korrektur angebracht. Die Hydrolyse des Glykogens 


1 R. Meier und O. Meyerhof, diese Zeitschr. 150, 233, 1924. 

2 Unter Beriicksichtigung der Werte von Ginsberg (Dissertation 
Braunschweig 1923) und Stohmann und Schmidt (Journ. f. prakt. Chem. (2) 
50, 385, 1894) ist vielleicht die Verbrennungswairme des Glykogens noch 
10 bis 15 cal kleiner als hier angenommen. Der von Schulte (Pfliigers Arch. 
166, 32, 1917) bestimmte Wert der Verbrennungswirme von Ascaris- 
Glykogen von 4127 cal pro 1 g wasserfreie Substanz (C,H,,O,) also 3720 cal 
pro 0,9g diirfte zu niedrig sein. 
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wird degegen durch Fluorid nicht gehemmt. Es muB daher auch di 
Zunahme des reduzierenden Zuckers gemessen werden und ebenfalls 
hierfiir eine Korrektur in Abzug gebracht werden. Ein Teil des 
reduzierenden Zuckers ist jedoch Hexosediphosphat selbst, dessey 
Reduktionswert sich zu 1/2,37 desjenigen von Glucose ergab', so dag 
dieser Betrag leicht zu berechnen und von dem iiberschiissigen Zucker 
in Abzug zu bringen ist. Tatsichlich macht die Korrektur fiir di: 
Zuckerhydrolyse nebst der spurenhaften Milchsaurebildung etwa dic 
Hialfte der ganzen beobachteten Wirme aus, und der Rest entspricht 
ungefahr der Zunahme der Aziditat des Extraktes. Waren doch in 
dem obigen Modellversuch fiir eine Verschiebung von 0,26 py 1,66 ca! 
aufgetreten. 
Tabelle 111. 


Veresterungswarme des Glykogens. 


A. Warmemessung. 





o ™ ec fc - &e 

2s &. ¢ Ss Zuas 2 3 = 6 
cs $e a5 af Phosphat p23 a5? : 4 | 83 
Nr. Datum $3 & D2 ze —— . Zeit eee ESE > s | Ss 
Os |g" Zn 2 ° sy 
“|> |~ 5 -e “6 | Fi = = 

1927 ccm | ccm mg “ scltec| “| & 
1 20.V. 77 | 60 240 0,2m | 2 com m/2 | 230’ | 0,026 0,023 6,91 6,80 1,98 
2 21.V. 76 60 240 0,12m/2 , m/2| 2» |0,020 0,023 7,42'6,87 1,96 
3 23.V. 74 59 240 012m/1,5 , m/2 | 230’ |0,014 0,018 7,25 6.73 1.50 





B. Chemische Bestimmung und Berechnung. 

$ - A . | oe 

vo © — y - = 

€ | 3 | $64 | eS) 35 | Bs | Se | 32 | SP ic. 

> Of | $s | 822 82, 34 ch! cs | ce S52 
Nr. S | SS | sav | gel | 38 | 33 | 22 | 24 | 22 See 

~ . -24 som = = = oz oe ue 

“ aie eee ee 

mg mg & sg mg mg 2 
1 || 882 646 302 | 47 | 92 | 1,09 0,70 084 094 31 
2 97,7 48,1 63 43,5 | 4,7 4,1 0,65 _ 1,31 21 
3 74 35,3 47 50 7.18 9,0 0.75 036 040 9 


3b. Veresterungswarme des Hexosemonophosphats. 


Die Veresterung des Hexosemonophosphats ]4Bt sich in ahnlicher 
Weise wie die des Glykogens studieren auf Grund der Beobachtung' 
daB dieses sich im Extrakt in Hexosediphosphat umlagert unter teil 
weisem Zerfall in Milchsiure, wobei ein Zusatz von Natriumfluori| 
die Milchsaurebildung vollstandig unterdriicken kann, wahrend dir 


 O. Meyerhoj und K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 
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(mlagerung in Hexosediphosphat weiter geht'. Als Hexosemono- 
phosphat benutzten wir den Neubergschen Ester, der von Dr. Lohmann 
hergestellt wurde?. Da die Umwandlung des Monophates empfind- 
licher als die des Glykogens ist, lieBen sich diese Versuche nur 
mit einer Vorperiode von 20 Minuten ausfiihren, wodurch die ge- 
messene Wirme leicht etwas zu hoch ausfallt (siehe unten). Unter 
Beriicksichtigung dieses Umstandes kann man praktisch die Ver- 
esterungswarme des Hexosemonophosphats gleich der des Glykogens 
annehmen, bezogen auf gleiche Mengen Hexosediphosphorsaure*®, und 


Tabelle IV. 
Umsatzwarme des Hexosemonophosphats. 


A. Warmemessung. 








rot a « é 
3% E+ Zak Zak : u 
eZ 3% sess? ¢ 2 §&3% 
$5 es Phosphat- 7.3 23 23c 5 Z cz 
Nr. Datum 2 z gs sussts Zeit = zz eg: > = =) 
13 »~eZtie &£ 2 ue 
~ 
1926 com ccm °C o¢ = 
1 10. X14. 70 49 Seem m4 2h 0,017 0,029) 717 693 23 
2:13.XLj 70 57 68 , m4 2625") «(0,029 0,086) 711 6,86 2,94 
B. Chemische Bestimmung und Berechnung. 
P.O, P,O5 Hexose- Milchséure Milchsaure  \Kalorien Kalorien 
Nr. || vorher nachher diphosphat vorher nachher fiir pro g ver 
synthetisiert Milchsdure | oSterten 
mg mg in mg Zucker mg mg ; Zuckers 
l 82.3 544 71 19,1 20,0 0,20 29.5 
2 93,2 62,1 79.5 21, 21,0 ) 37 


' Die spontane und direkte Umwandlung der natiirlichen Hexose- 
monophosphorséuren von Neuberg und Robison durch die Enzyme des 
Muskel- und Hefeextraktes ist zuerst beschrieben worden in einem zusammen 
fassenden Aufsatz von O. Meyerhof in den ,,Naturwissenschaften” 14, 1175; 
(Festheft der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft, 11. XII. 1926), unter Bezug- 
nahme auf Embdens Beobachtung, wonach sein ,,Lactacidogen*’ ebenfalls 
eine Hexosemonophosphorséure sei. Etwas ausfiihrlicher ist der gleiche 
Vorgang, ebenso die Wirkung des Natriumfluorids auf diesen Proze6, in 
emer Zuschrift an die ,,Naturwissenschaften“: 14, Heft 52, S. 1278, 1926 
enthalten. Diese Umlagerung des Hexosemonophosphats stellt gegeniiber 
der von Embden beschriebenen Wirkung des Fluorids auf die Veresterung 
des Glykogens schon darum ein prinzipiell neues Faktum dar, als die Um- 
wandlung des Mono-Esters in Di-Ester auch ohne Zusatz von Fluorid von- 
statten geht. Es ist daher nicht zutreffend, wenn Embden und Zimmermann 
schreiben (Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 131, Anm., 1927), ,,daB diese 
Beobachtung in enger Anlehnung an ihre Fluoridzusatzversuche“ erfolgt sei. 

* O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 116, 1927. 

* Der Bildung von 1 Mol. Hexosediphosphat entspricht hier 1 Mol. 
verbrauchter anorganischer Phosphorséure, dagegen beim Glykogen 2 Mol. 
anorganischer H,PO,. 
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ganz oder nahezu auf die durch die Aziditaétszunahme bedingte 
Entionisierung von Muskelprotein beziehen. 


4. Spalitungswarme der Hexosediphosphorsdure. 

Es sei zunachst von den Warmemessungen der Milchsaurebilduny 
die Spaltung des Hexosediphosphats mitgeteilt, das im allgemeinen in 
aquimolekulare Mengen Milchsiure und Phosphorsiure zerfillt. Das 
von Bayers Farbwerken  gelieferte Magnesium-Hexosediphosphat! 
enthalt eine gewisse Menge Monophosphat. Jedoch wird das gereinigt+ 
Salz meist langsamer umgesetzt, so daB wir in der Regel das kauflich: 
Magnesiumsalz benutzten. Eine Reihe vorliufiger Versuche mit ver 
kiirzter Vorperiode geben wir nicht wieder, sondern nur zwei mit ein 
stiindiger Vorperiode, einen von diesen mit destilliertem Wasserextrak' 
den anderen mit KCl-Extrakt. In beiden Fillen wurde Bicarbona' 
in der Konzentration von 0,25 %, hinzugegeben, um die Pufferkapazitit 
zu vermehren. Die Lésung wurde mit Stickstoff-Kohlensiure gesittigt 


Tabelle V. 


Spaltungswarme der Hexosediphosphorsaure. 


A. Warmemessung. 





J 


.= = é rr - 5 7) 5 c - 

- - she = = we o v 
eS ge (| a8e\ S82, | 83 $25 =< 4 83 
Nr. Datum S38 &% | E¥o S&S Zeit Res B2E > = ss 
Os oa | sie eae Ess Ess e as 
— 5 = ; = - © & tc “= 

ecm ccm mg %o °c °C & 

I] 

1} 2. VI. 70 (61(dW), 240 | 0,26 | 3b 0,163 0,187 | 7,96 7,08 | 14,75 
2} 13.1X.| 79 (69(KC1)) 240 | 0,26 | 3 | 0,127 0,1405) 7,54 | 7,06 | 12,36 


B. Chemische Bestimmung und Berechnung. 





P,O5 P, Os; eee Milchsaure Milchsaure Milchsaure-| Kalorien 
Nr. vorher | nachher oe ten vorher nachher zunahme ro g 
seep | Milchsaure 
mg | mg _mg m | mg mg 
1 42.3 85,3 55,0 33,9 | 1022 68,3 216 
2 55,3 94.8 50,6 19,0 72,5 53,5 231 


5. Spaltungswarme des Glykogens. 


Die GréBe der Spaltungswirme des Glykogens ist, wie schon in 
der Einleitung hervorgehoben, von entscheidender Bedeutung fiir dic 
Aufklirung der Kontraktionswirme. Da die Veresterung nur eine 
Warmebildung zeigt, die auf die gleichzeitige EiweiBentionisierung be- 





! Wir sind Bayers Farbwerken (J. G. Farbenindustrie) fiir die Uber 
lassung einer gréBeren Menge Hexosediphosphat zu Dank verpflichtet. 
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ogen werden kann, so muB die Warmeténung der Glykogenspalt ung und 
ler Spaltung des Hexosediphosphats gleich sein, wenn man die durch 
jie Aziditatszunahme bedingte Warmeténung abzieht. Die Sauerung 
bei der Glykogenspaltung ist aber nicht so groB, wie sich aus der bei 
der Veresterung (mit NaF) bestimmten plus derjenigen der Spaltung 
des Hexosephosphats berechnet; denn in Gegenwart von Fluorid wird 
die Dissoziationskonstante der Hexosediphosphorsiure und damit 
auch die Aziditaétszunahme im Extrakt vergréBert'. Andererseits ist 
bei dem Umsatz des Glykogens die zusitzliche Veresterung und Hydro- 
vse zu beriicksichtigen. Die Ergebnisse von 7 Versuchen mit dW- 
Extrakt sind in der folgenden Tabelle VI enthalten. 


Tabelle V1. 
Warmeténung der Spaltung des Glykogens. 


A. Warmemessung. 








lB la 2. 3s 5 
#2 34) be ees eee 2 2 ss 
Sei eSizs : : se 3 ses : if 
Nr. Datum & gos #3 —~ He: Zeit bee EE E 9 * $3 
e;5 | = e 28 *~ wl oied 
com ccm) mg 9/5 °C °C ~ ~ 
1 27. V. 76 63 (309 15cemm/2 0,3 | 2b30' | 0,313) 0,339/7,49 6,88 28,8 
2 30. V. 88 71 389 15 , m2 0,27 4b (0,335 0,368'7,53 6,46 35,7 
3} 13. VL 88 74 (380 15 , m2 025) 4 (0,303 0,312)7,48 6,44 30,3 
4 9. I.'775 68 240 05 , m5' 04 4610’ 0,191 0,176 7,406.59 15,2 
5 11. I. 785 69 (240 05 , m5 04 5 5 0,223 0,268 7,62 6,42) 23,4 
6 14. I. 80 70,5 240 05 ,1,5m 0,4 5h = 0,271 0,249 7,74 6,65, 22,2 
7 26.1X. 79 67,5); 240'2,.0 , m/2,0,25 5 0,292 0,297 7,09 6,56 26,1 
B. Chemische Bestimmung und Berechnung. 
. aE 4 2 i3 . or Pe 
3 a HHEh bo bots 2f)2: ug, 
; rhe 2°45 28 Sf} 45 | 83 | 33 | 83 | &8 | §3/\c8S 
Me) @> oa. Ss S28) SF | oe 28 ES | EB | SE | 233 
>) S$2/ 2 | 2" | 2" | 32) 35 | se | 5g8 
mg mg mg mg mg mg my = => = 4 
1 92 | 755 215 12 | 287 160 131,83) 0,15 | 0,3 | 28,35! 216 
2 /113 765 465 30 | 37 29% (169 045 0,7 | 34,55) 204 
3 109 107 25; 96 21 185 §=6164 135 0 28.95 177 
4 76,8 67,0 | 12,5) 109 19.9 846 64,7 1,5 | 0,15 | 13,55) 210 
5 | 80.2 | 77,6 3,3 90,0 149 1221/1072 1,26 0 22,15 206 
6 79,9 71,4 10.9 891 17.9 117,9' 100.0 1,25 | 015 |208 208 
7 1083 | 78,2 | 82 96 50,5 156.5 106.0 1,35 | 0,48 | 22,05 208 


(18,3)*| (7,5)* (2,2)* 
Durchschnitt: | 204 
* Die eingeklammerten Zahlen geben den Phosphagengehalt (in mg P,0,;) und die fiir 


dessen Spaltung berechnete Wirmeténung (in cal) an. 


‘ O. Meyerhof und J. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 427, 1926. 
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Um den Warmebetrag zu bestimmen, der fiir die Neutralisatiy 
der Milchsiure und die Aziditatszunahme der iiberschiissigen \¢ 
esterung in Abzug zu bringen ist, benutzten wir die oben in Tabelle | 
angegebenen Modellversuche. Die durchschnittliche Milchsaurebilduny 
von 120 mg ist héher als in den héchsten der dort verzeichneten Ver 
suche. Die Pufferung durch Bicarbonat und Phosphat entspricht ctw, 
dem Versuch Tabelle 1, Nr.6. Die Neutralisationswirme pro Gramm 
Milchsiure ist danach héchstens 31 cal, andererseits aber iibe; 
25 cal, weil dieser letztere Wert sich bei dem héchsten Phosphatgeha}; 


ergab. Wir rechnen mit einem Durchschnittswert 


von 28 eal. 


Die 


zusatzliche Veresterung ist im allgemeinen in den Versuchen kleiy 


weil sie so iange fortgesetzt wurden, daB das ar 
diphosphat wieder zum gréBten Teil gespalten wuri 


igehaufte Hexosi 


le. Setzen wir 


ie 


Aziditatszunahme -durch Veresterung gleich drei Viertel derjenigen ji) 


Gegenwart von Fluorid, so ergeben sich etwa 15 cal pro Gramm ver 
esterten Zuckers. Daraug folgen die in der drittletzten Spalte angegebeney 
Werte. Wahrend im allgemeinen in der benutzten Vorperiode vo 
Kreatinphosphor 
saure aufgespalten wird, ist dieser Zerfell wahrend der Messung- 
zeit in den Extrakten eus Muskeln frischer Herbstfrésche nicht 
vernachlassigen, da diese reichlich praformiertes Glykogen enthelte) 


60 bis 80 Minuten dj im Extrakt enthaltene 


welches die Kreatinphosphorsiure fiir langere Zeit konserviert 


Versuch 7, Tabelle VI wurde die in die MeBperiode fallende Spaltun: 
der Kreatinphosphorsaure bestimmt und auf Grund der Messungen de- 


nachsten Kapitels dafiir ein Warmebetrag in Abzug gebracht. Diese: 


macht hier etwa 10°, der gesemten Wirme aus. 


Z 


Leider ist die Auf 


spaltung der Kreatinphosphorsiure in den iibrigen Versuchen nich 
bestimmt worden, weil sich in einigen Versuchen im Friihjahr ein 


vollige Aufspaltung in der Vorperiode ergeben hatte. Es ist da 


het 


méglich, daB in mehreren der iibrigen Versuche der Wiarmewert pr 
Gramm Milchsaure noch um einige Kalorien verkleinert werden miibty 
Ohne Riicksicht auf diesen Umstand ergibt sich als Mittelwert de: 


7 Versuche 204 cal pro Gramm Milchsiure und 


nach Abzug 


det 


Neutralisationswirmé 176 cal. Die berechnete thermochemische Diff: 
renz von geléstem Glykogen und verdiinnter Milchsiure betragt, wir 
oben angéPeben, 182 cal und stimmt also sehr gut mit der direkt 


gemessenen Warme iiberein. 


Nachdem kiirzlich von Neuberg und Kobel gezeigt ist', daB dure! 
lebende Hefe aus Methylglyoxal |-Milchsiure entsteht, durch Het: 


extrakt dagegen racemische, interessierte uns, ob das geléste Muske!- 
In 


enzym dieselbe d-Milchsiure bildet, wie die Musk 


' Neuberg und Kobel, diese Zeitschr. 182, 470, 19 


ulatur selbst. 
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Versuch 2 und 3, Tabelle VI, wurde deshalb ein Teil des Ferment- 
vemisches am SchluB nach Schenck enteiweiBt, mit Ather extrahiert 
md aus dem Atherriickstand in der iiblichen Weise das Zinklectat 
largestellt. In Versuch 2 wurden 87 mg des kristallisierten Zinklactats 
n 2.5cem Wasser gelést (= 3.48%) und im |-d-Rohr beobachtet. 
Erhalten: a@ 0.25°; daraus: [ap] fiir kristallisiertes Zinklactat 

7.2%. Chemische Milchsiurebestimmung in 1 cem der zwanzigfach 
-erdinnten Lésung. Erwartet: 1.12 mg: gefunden: (ohne Korrektur) 
|.J0 mg 98 %. 

Aus Versuch 3 wurden 81,7 mg kristallisiertes Zinklectat in 2 ccm 
Wasser gelést 4,08 °,: im I-d-Rohr a 0,285" [ap] 7,0°; 
Wassergehalt 11,25 °% (theoretisch 12,88°,). Chemische Milchsaure- 
bestimmung: 72,5 mg des wasserfreien Salzes in 25 com Wasser 
velost, Leem benutzt, erwartet 2.14 mg, gefunden (ohne Korrektur) 
2.16 mg 101 %. 

Die Drehung stimmt genau mit der theoretischen fiir die gleiche 
Konzentration tiberein!; es entsteht also ausschlieBlich d-Milchsaure. 


6. Spaltungswarme der Glucose. 


Die Spaltungswirme der Glucose unter Zusatz von Hefeaktivetor 
wurde nur in einigen Versuchen mit verkiirzter Vorperiode bestimmt, 
wodurch die Warme wegen des in die MeBperiode fallenden schwankenden 
Betrages der Phosphagenspaltung und wegen ungentigenden Temperat ur- 
wusgleichs meist etwas zu hoch ist. Der Hefeaktivator wurde, wie 
kiirzlich beschrieben, hergestellt?. Der Warmeversuch wurde so lenge 
fortgesetzt, bis das in der ersten Periode gebildete Hexosephosphat 


méglichst vollstandig wieder aufgespalten war. Es seien nur zwei 
Versuche angefiihrt zum Beweise, daB wenigstens der GriBenordnung 
nach die Wirme mit der beim Glykogen iibereinstimmt. Da <lie 


Tabelle VI1. 
Spaltungswarme der Glucose. 
‘ 


A. Warmemessung. 





o%i8 . e. sig - . 
-3 ce « bd éc ane = . & ve it 
E43: 33 Ss ea eFs' 2 2 $3 
Nr. Datum $3) 5% 35 osphaty ES Zeit BEE B8E SF & $e 
Os | 2m s* zusatz sas Ea°o Ess > ¢ 32 
$15 |~ = ezic “| 5! »sis® 
com com mg 0/6 °c °C a & 
1 31. L 84 (72 120 05cem1.5m) 04 3640’ 0,246 0,267 7,44 6,50) 24,8 
2 2.11. 79,5'67.5 120 3 35 '0,295 0.283 7,68 7,25 25,0 


‘OO. Meyerhof wid K. Lohmann, diese Zeitschr. 171, 421, 1926. 
2 O. Meyerhof, chendaselbst 183, 176, 1927. 
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B. Chemische Bestimmung und Berechnung. 





—— 


. j ? e "8 

P,O;5 P.O; Zucker —_— | — — Kalorien — 7 “~ 

Nr. vorher nachher  verestert vorher nachher zunahme ,, fiir My | 'd 
Veresterung ee 

my mg mg mg mg mg saure 

l 69,8 62,5 9.5 36,4 149.5 194,1 (0,15) 239 
2 71,2 67,1 5,2 34.8 144.0 109,2 229 


pu-Verschiebung dieselbe wie beim Glykogen ist und die Hydrolys 
des Glykogens in Wegfall kommt, so hatte das Resultat 30 bis 35 ca 
niedriger liegen miissen. 


7. Die Spaltungswadrme der Kreatinsdure (,,Phosphagen*:). 

Wahrend iiber die chemische und physiologische Seite des Phos 
phagenzerfalls demnichst in einer Arbeit von O. Meyerhof uni 
K. Lohmann berichtet werden soll, seien hier die in das Gebiet der 
vorliegenden Arbeit fallenden Wirmemessungen bei der enzymatischer 
Spaltung des Phosphagens mitgeteilt. 

Da das Phosphagen in ganz frischem Extrakt 50 bis 70°, des gesamte 
praformierten Phosphats ausmachen kann, aber nach 20 Minuten bei 18 bis 
20° auf tiber die Halfte des Anfangswertes zerfallen ist und in der folgende: 
Stunde der Rest so gut wie véllig zerfallt, so lag von vornherein der Verdach 
nahe, daB der in kohlehydratfreiem Extrakt wihrend der Vorperio« 
gemessene Temperaturanstieg, wenn er auch nicht genau zu_ bestimme: 
war, auf den Zerfall des Phosphagens zu beziehen sei. Anfangs ver- 
suchten wir, die Spaltungswairme des praformierten Phosphagens direkt 
zu messen, und zwar bei 15°, wo der Zerfall verlangsamt ist. Doch ergabe 
diese Versuche ungenaue Resultate, und nicht viel besser fielen die Ver 
suche aus, bei denen wir auf Grund einer Beobachtung von O. Meyerho 
und K, Lohmann das Phosphagen zunachst bei py 9 stabilisierten und dan 
nach Temperaturausgleich durch Zugabe von Séure und Verschiebung 
der Reaktion auf pq 6,9 zum Zerfall brachten. 

Eine genauere Messung der Zerfallswirme gelang erst mittels 
der von Dr. K. Lohmann hergestellten Praparate von Kreatinphosphor. 
siure aus Kaninchenmuskulatur. Die Bariumsalze dieser Priaparate 
enthalten, bezogen auf Phosphorsiure, 80 bis 92 °% Phosphagen; der 
Rest ist fast ausschlieBlich Hexosemonophosphorsiiure. Von  an- 
organischem Phosphat sind sie frei. 

Die zusitzliche Phosphatabspaltung und Milchsaurebildung aus 
dem in den Praparaten enthaltenen Hexosemonophosphat aBt sich 
im Warmeversuch leicht feststellen und hierfiir eine Korrektur anbringen 
Da im allgemeinen nur etwa 0,5 g derart reinen Bariumsalzes des Phos- 
phagens aus einem Kaninchen in etwa achttagiger priparativer Arbeit 
gewonnen werden kénnen — maximal bis 7u 2 g — so standen nur etwa 
je 0.2g fir den einzelnen Warmeversuch zur Verfiigung, die nach 
Umsatz mit Natriumsulfat verwandt wurden. 
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bine geniigend exakte Warmemessung ist jedoch hier leicht méglich, 

, auch in ganz kohlehydratfreiem Kaliumchloridextrakt nach einer 
orperiode von 80 bis 90 Minuten zugesetztes Phosphagen im Verlaufe 
on 2 bis 3 Stunden vollstandig gespalten wird. Zur Kontrolle wurde 
tots ein Zweites, wassergefiilltes Kalorimeter verwandt, an dem der 
xginn des stationaéren Temperaturganges fiir die jeweilige Zimmer- 
emperatur bestimmt werden konnte. Weitere Kontrollversuche mit 
Jiumehloridextrakt zeigten, daB unter den Versuchsbedingungen 
bne Phosphagenzusatz nahezu keine Warme auftritt (Versuch 4 und 5). 
in der folgenden Tabelle VIII sind die Versuche wiedergegeben. 
unter der Bezeichnung ,,Gesamtphosphat* wird anorganisches Phosphat 
Phosphagen verstanden (direkte Fiske-Methode), unter _ ,,an- 
ryanischem Phosphat** das nach Mathison bestimmte. Beide Werte 
timmen in der Regel vor und nach dem Versuch hier genau iiberein, 
vor dem Versuch, weil das praformierte Phosphagen aufgespalten ist, 
mach dem Versuch, weil das zugesetzte Phosphagen vollstandig ge- 
spalten ist. (Nur in Versuch 3 ist diese Spaltung unvollkommen.) 


Tabelle VIII. 


Spaltang der Kreatinphosphorséure (,,Phosphagen‘). (4 und 5 Kontroll- 
messungen. ) 


A. Warmemessung. 








= = ‘ | § ~ 5 oS 
es Seats | o23 ed = 
$s sprechen 7 7 2 ) Kal 
7” om é $ Bariumsalz oon E 6 ES 5 Rs 5 ncttber gebildet 
= icf + Pd 
com mg | °C °C 
l Si. V. 80 159 3h 0,055 0,064 7,27 7,27 5,7 
2 11. VI. 71 185 83h 5’ | 0,062 | 0,068 7,16 7,16 5,4 
3 23. VI. 78 | etwa 200 3 40’ | 0,057 0,060 7,19 7,19 | 5,22 
4 15. VI. 77 = 3h 0,003 0.0045 — -—- 0,40 
5 & 2. 79 230 4b30’ | 0,015 | 0,021 7,04 7.08 1,9 
B. Chemische Bestimmung und Berechnung. 
G tphosphat || Anorganisches 2 | . 2. 2 ro =e 
mou . as < s $3 ss $3 € Su gs 
| inmgP,O5 38 = £ 24 SE 226 =e 
Ne. |---| $a= | 35 | 33 | 53 | Se g£2 
vor am i vor am 2&2 = _ z= gee eR 
Zusatz Schluf ! Zusatz Schluf s = as 3 5 3 af 
1 | 495 | 69,5 | 499 714 29,0 | 122 172 | 1,05 465 160 
2 37,9 59,9 38,9 60,7 30,2 | 9,7 14,2 | 0,95 | 4,45 147 
3 47,2 | 80.2* 47,2 75,0 31,0 | 20,7 | 17,7 | 0 5,22 168 
4 —_i—_ — os 0 128 148 042 0 
5 49.0 | 75 49,0 49,0 0 7.5 124 1,0 0,9 


* Hiervon 5,3 mg P, Os in zugesetzter Phosphagenlésung enthalten. 
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Nr. 4 und 5 der Tebelle VIII stellen zwei Kontrollmessung:; 
Froschmuskelextrakt ohne Phosphagenzusatz dar. In Versuch 4 
Wasser statt Phosphagenlésung zugegeben. Die ganz minimate \\ ary, 
bildung innerhalb 3 Stunden ist durch eine entsprechende Milehsy, 
bildung gedeckt. In Versuch 5 ist Kreetimphosphorsaure zugesety 
aber wegen einer Zu langen (dreistiindigen) Vorperiode gang ungespalte, 
geblieben. Die gemessene Warme in 4!., Stunden ist nur etwas iil 
die Halfte durch Milchsiurebildung gedeckt. Der UberschuB (0), 
entspricht der Ungenauigkeit der Warmemessungen in der Versuch 
anordnung. Um diesen Betrag, der 15 bis 20% der in den Hayy, 
versuchen gemessenen Warme ausmacht, ist demnach die Spaltuny, 
warme unsicher, d.h. -+ 30cal. Wir nehmen als Durchschnittsza) 
150 cal fiir die Spaltung der Kreatinphosphoisiure pro g H, PO, » 

Uber die mit dieser Warmebildung zusammenhiangenden Frege 
wird in einer weiteren Arbeit aus unseren Laboratorium demnachs 
berichtet werden. Es sei nur hingewiesen auf die Bedeutung, die dies 
Warme fiir den im lebenden Muskel bestimmten kalorischen Quotient: 
der Milchsaure zukommt. Bei 0,2°, anaerober Milchsaurebilduny 
zerfallt pro Gramm Muskel eine Kreatinphosphorsaiuremenge ev 
sprechend etwa 1,5 mg H,PO,, auf 1 g Milchsiure kommen also ungefah 
0,75 mg zerfellende H,PO,, mit einer Wirmebildung von 110 |). 
120 cal. 


Wir danken Herrn Walter Schulz fiir seine Mithilfe bei den \, 

suchen. ’ 
Zusammenfassung. 

Die im fermentheltigen Muskelextrakt gemessenen Warmeténuny: 
fiir die chemischen Reaktionsphasen, die im Laufe der Muskelkont rakt i 
auftreten, sind die folgenden: 

Pro 1 g Zucker betragt die Warme der Hydrolyse des Glykogeiw 
zu reduzierendem Zucker 12 bis 14cal, die Veresterungswarme «: 
Glykogens mit Phosphat 10 bis 30 cal; ein Betrag, der durch die Azidita\- 
zunzhme und Entionisierung des im Muskel enthaltenen EiweiB gedeck' 
wird; die Umwandlung der Hexosemonophosphorsiure in Hexo» 
diphosphorsiure etwa 30 cal, ebenfalls ganz oder nahezu durch «i 
Aziditatszunahme erklarbar ; die Spaltungswarme des Hexosediphospha'- 
in Milchsiure und Phosphat etwa 220 cal, abziiglich 25 cal fiir die 7: 
nahme der Aziditat, die Spaltungswarme des Glykogens, in der grélt: 
Serie von Versuchen bestimmt, durchschnittlich 204 cal, abziiyli 
25 bis 30 cal fiir die Aziditatszunahme, mithin die Spaltungswarme tu: 
sich 176 cal, endlich die Spaltung der Kreatinphosphorsiure in Kreati! 
und Phosphorsiure 150 bis 160 cal pro Gramm Phosphorsiure (ol. 
gleichzeitige Verschiebung des py). 
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a Untersuchungen iiber den Stoffwechsel des Nerven. 
Cungs Ill. Mitteilung: 

ns Chemismus und Intermediarprozesse '. 

4 4 

‘Tage Von 

wachs Rk. W. Gerard? und 0. Meyerhol. 

eser 

= \us dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
ent 

Idung (Eingegangen am 14. Oktober 1927.) 

. Mit 6 Abbildungen im Text. 

efabr 4 
» bis Kinleitung. 


Neue Versuche des einen von uns tiber die Warmeproduktion 
\\->. des peripheren Nerven aus dem physiologischen Institut des University 
(ollege, London (Nr. I dieser Serie) und iiber die Atmung des Nerven 
mter gleichen Bedingungen aus dem hiesigen Institut (Nr. 11) haben 
es wahrscheinlich gemacht, daB der Leitungsvorgang begleitet ist und 
tion Eebhangig von Oxydationsvorgingen als Energiequelle. Dieser Befund 
sieht in scheinbarem Widerspruch mit den Alteren Angaben einer 
stundenlangen Erhaltung der Erregbarkeit des in sauerstofffreier 
dj \tmosphare gehaltenen Nerven. Doch sind diese Beobachtungen, wie 
,. IEschon in den vorhergehenden Arbeiten gezeigt wurde, unzutreffend. 
Wird namlich der Sauerstoff strikt ausgeschlossen, so sinkt die Erregbar- 
keit, gemessen an der GréBe der negativen Schwankung sowie der 
di.  Varmebildung bereits in 2 Stunden auf einen kleinen Wert*. Der 
Sauerstoffverbrauch sowohl! in der Ruhe wie in der Reizung ergab sich 
VA in der Arbeit II véllig iibereinstimmend mit der an gleichem Material 


' R. W. Gerard, Journ. of Physiol. 68, 280, 1927 (1. Mitteilung); Amer. 
; lourn. of Physiol. 88, 381, 1927 (II. Mitteilung); R. W. Gerard und O. Meyer- 
iol, Naturwissensch. 15, Heft 26, 8S. 538, 1927 (vorl. Mitteilung); s. auch 
ul Downing, Gerard, Hill, Proc. Roy. Soc. 100, 223, 1926; Gerard, Journ. Physiol. 
62. 349, 1927. 

? National Research Fellow U.S. A. 


Nr. | der Serie. 
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unter genau gleichen Versuchsbedingungen gefundenen Warmebildyy, 
und zwar in der Ruhe (Ischiadicus des Frosches bei 15° in sauersto# 
haltiger Ringerlésung) zu 16cmm pro Gramm Feuchtgewicht yy, 
Stunde im Durchschnitt von 60 Experimenten, wahrend aus der W ary, 
bildung 14 bis 15cmm Sauerstoff berechnet wurde; bei Reizung y; 
280 maximalen Induktionsschlagen pro Sekunde ergab sich fiir kur 
Reizzeiten ein Extrasauerstoffverbrauch von 61 cmm Sauerstoff jy 
Gramm und Stunde bei Schwankungen von 48 bis 91 cmm Sauerste 
in 20 Versuchen; dagegen berechnet aus der Wiarmebildung 48 omy 
Sauerstoff. Bei kontinuierlich fortgesetzter Reizung sinkt dieser Extr, 
sauerstoff auf 18cmm O, pro Gramm und Stunde. Auf Einzelheity 
dieser Versuche soll nicht noch einmal eingegangen werden, ebens 
wenig auf die bereits bestehende Literatur zu diesem Gegenstand, «jy 
in den vorhergehenden Arbeiten besprochen ist'. Die Variationey 
in den von den verschiedenen Autoren erhaltenen Zahlen diirften tej. 
weise in unzureichenden Methoden begriindet sein, zum anderen aber 
in der Verschiedenheit des Materials, Vorbehandlung, Temperatur 
Reizfrequenz usw., woriiber die gemachten Angaben hiufig unvollstindiz 
sind. 


In der vorliegenden Arbeit haben wir es uns zur Aufgabe gemach 
die Intermediarprozesse und die chemische Seite der Oxydationsvorgang: 
weiter aufzuhellen, sowohl fiir den Ruhe- wie den Reizstoffwechs 
Diese Ergebnisse stehen gleichzeitig in engen Beziehungen zu dey 
Oxydations- und Spaltungsvorgangen im Muskel und anderen Organen 
wie sie im hiesigen Institut studiert worden sind. Der Stoffumsatz in 
peripheren Nerven ist bisher nur in einer Arbeit von Hirschberg uni 
Winterstein® untersucht im AnschluB an die Arbeiten der Autoren aw 
Froschriickenmark. Sie finden einen bei Reizung etwa verdoppelte: 
Verbrauch verschiedener Zucker aus der Ringerlésung, eine gesteigerte 
Abgabe stickstoffhaltiger Substanzen in die Lésung, einen Ahniich 
gesteigerten ,,Fettumsatz’* und Ammoniekproduktion. Die Reizung in 
ihren Versuchen geschah fiir die ganze Versuchszeit (etwa 8 Stunden 
mit 144 kurzen tetanischen Reihen von Induktionsschlagen pro Minute* 
Ihre Resultate, auf Oxydation bezogen, sind mit den in dieser Seri 
mitgeteilten Werten fiir die Warmeproduktion und den Sauerstoff- 
verbrauch des gereizten Ischiadicus nicht zu vereinigen. Der gesamt: 
Extrasauerstoff wiirde sogar bei ununterbrochener 24stiindiger Reizung 


' Vgl. dazu ferner Winterstein und Hirschberg, Tab. Biol. ILI, 5. 54 
1926; sowie Pfliigers Arch. 216, 271, 1927. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 27, 1919. 

3’ Nach einer privaten Auskunft von Prof. Winterstein; in der Arbe 
selbst fehlen nahere Angaben dariiber. 


mit 


ents 
gen 
Fett 
Ver: 
Mo 

beo! 
eime 
mit 


und 
wen 


bild 


mar 
mal 
dier 
glei 
mit 
zur 
mit 
zur 
Ner 
gets 
Mes 
mi | 
ord: 
bei 
yew 
nac 
abe 
dre 
mit 


in ' 
Cha 








Untersuchungen iiber den Stoffwechsel des Nerven. III. 


Dildunf/ mit 280 Reizen pro Sekunde und Gramm Nerv nur 0,58 mg Zucker 
ierstoff/ entsprechen, gegeniiber einem von den Autoren in ihrer Anordnung 
ht und gemessenen Mehrverbrauch von 2 bis 3 mg Zucker nebst Umsatz von 
armed Fett und Protein. Auch wurde der Ruhesauerstoffverbrauch in unsern 
‘Ng miff Versuchen erst verdoppelt bei hoher Reizfrequenz (iiber 100 pro Sekunde). 
t kur Méclicherweise handelt es sich bei den von Hirschberg und Winterstein 
off prof beobachteten Verinderungen des Zuckergehaltes der Ringerlésung um 


lerstoif/ eine gesteigerte Absorption des Zuckers im Nerven in Zusammenhang 
‘Ss crn mit erhéhter Permeabilitat!. 
Extry . oa . : : ; - ; 
r _— Dagegen stimmen die in der Arbeit von Tashiro® sowie Winterstein 
1e]tey . . . . 
ae und Hirschberg* gemessenen Ammoniakabgaben bei Ruhe und Reizung 
‘Dens: : . ‘i . . 
, . wenigstens in der GréBenordnung mit der von uns gefundenen Ammoniak- 
1d, dh . r os . 
adh bildung des Nerven iiberein. 
tions n 
Nh te. 
Methoden. 
i aber 
Tatu Alle Versuche, auBer iiber den Temperaturkoeffizienten, wurden im 
‘indi Thermostaten von 15° vorgenommen. Die Préparation der Ischiadici 
“# ceschah wie in der vorhergehenden Arbeit. Die Nervenzweige wurden 
kurz am Stamm abgeschnitten, der abgetrennte Nerv ausschlieBlich mit 
nacht Clasnadeln berihrt. 
giinge Die Atmungsmessung geschah, wie ebenfalls schon genauer beschrieben, 


chse manometrisch nach dem Verfahren von O. Warburg zum Teil mit Differential- 
manometern, zum Teil mit einfachen Manometern. Fiir die Reizversuche 
diente vorwiegend das erstere, wobei zwei AtmungsgefaéBe von genau 
ane cleichem Gasraum benutzt wurden von der beistehenden Form (Abb. 1) 
mit eingeschmolzenen Elektroden. Von den Elektroden dienten zwei (a) 
zur Reizung, die beiden anderen (6), deren Platindrahte versilbert und dann 
mit einer Chloridschicht bedeckt waren, um sie unpolarisierbar zu machen, 
zur Ableitung der negativen Schwankung. Dafiir wurde das Ende der 
Nerven, das auf einen der beiden Drahte zu liegen kam, durch Zerquetschung 
getétet. Gemessen wurde mit einem Siemens Drehspul-Galvanometer. Die 
Messung des Aktionsstromes besonders in den Anaerobioseversuchen diente 
m der Feststellung, ob der Nerv noch erregbar war. Einzelheiten der An- 
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»@ in 
> ts ordnung sind in der vorhergehenden Arbeit beschrieben. In der Regel wurden 
, @ vide GefaBe mit den symmetrischen Nerven beschickt und waéhrend einer 
ute’ vewissen Periode die eine Seite gereizt, nach langerer Pause zur Kontrolle 
Serie nachher die andere Seite. Im allgemeinen wurden die Nerven angefeuchtet, 
toff.% aber ohne weiteren Zusatz von Ringerlésung in die GefiBe gelegt, meist 
mte gq “rei bis vier Stiick jederseits. Fiir Atmungsmessungen wurde der Gasraum 
ne mit Sauerstoff gefiillt; im Einsatz befand sich 0,l cem n Natronlange. 
Die Milchsdure wurde in einer Reihe von Versuchen chemisch bestimmt 

in der in dem Institut iiblichen Weise nach dem Verfahren von Fiirth- 

54¢ Charnas und Clausen. Die Mangen, die hierbei zu titrieren waren, lagen im 


' S. z. B. Verzdr, Pfliigers Arch. 211, 244, 1926. 
bert ? Amer. Journ. of Physiol. 60, 519, 1922. 
* Diese Zeitschr. 156, 138, 1925. 
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allgemeinen zwischen 0,1 und 0,3 mg Milchséure. Titriert wurde mit » 


» 
2 


Jod aus einer Mikrobiirette; die Destillation geschah unter Zusatz y, 
m/1000 Permanganat. Kontrollen mit Zinklactat ergaben fiir die in Frag, 
kommenden Mengen mit den gegenwartigen Verbesserungen der Methodik 


Ausbeuten von 95 bis 100°, im allgemeinen 98°: die Destillationsdaye, 


78) 
— 
en eceear. caggnenen set ae tenes: 
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Abb. 1. 
AtmungsgefaB fiir Nervenreizversuche. 
A Unterer GefaBteil. B Unterer GefaBteil im Querschnitt 


C GetaBhelm, der mit Einheitsschliff an das Manometer gesetzt wird. 
Zwei genau gleiche GefiBe befinden sich an den beiden Enden des Differentialmanometcrs 

a Reizelektroden. 

» Elektroden zur Ableitung der negativen Schwankung. 

ce Einsatz, der fir Messung des Sauerstoffverbrauchs mit 0,1 com n NaOH gefiillt 
wird, bei Messung der anaeroben Milchsaurebildung leer bleibt. 

d Ringférmige Rinne. auf der drei bis vier Nerven nebeneinander liegen. 

¢ Kapillarhahn zum Wechseln der Gasfiilfung (N. oder O,), wahrend das GefaB 
sich im Thermostaten befindet. 


Der gesamte Gasraum des GelaBes inklusive Manometerschenkel betrigt 1.5 ccm. 


betrug etwa 20 bis 25 Minuten’. Fiir Reizversuche in Stickstoff diente: 
GefaiBe der beistehenden Form, die in den Thermostaten gehangt werde: 
konnten (Abb. 2). Der Stickstoff wurde nach dem Verfahren von Kautsky 
und Thiele® mittels Durchpressen durch Porzellanzellen und Durchleite 
des Schaumes durch eine 1m hohe Séule von Natriumhydrosulfitlésunz 
volistandig von Sauerstoffspuren befreit. 


' Diese Zahlen sind nicht sehr verschieden von den mit der vervo! 
kommneten Anordnung des Clausenschen Verfahrens von Friedeman 
Cotonio und Shaffer (Journ. Biol. Chemistry 73, 335, 1927) erhaltene: 


® Kautsky und Thiele, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 152, 342 
1926. 
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fiir jede Einzelbestimmung muBten 8 bis 16 gréBere Nerven benutzt 
werden, im Gesamtgewicht von 200 bis 500mg. Kombinierte Versuche, 
denen der Verlauf der Milchséurebildung iiber langere Zeitriume ver- 
folgt werden sollte, erforderten 40 bis 50 Frésche. Da dies Verfahren zu 
mstaindlich war, wurde in der Mehrzahl der Versuche die Milchséure 
ebenfalls manometrisch nach dem Verfahren von O. Warburg' in bicarbonat- 
haltiger Ringerlésung durch Austreiben von CO, bestimmt, nachdem der 
Vergleich der manometrischen und chemischen Messungen eine gute Uber- 
einstimmung ergeben hatte. In diesem Falle diente nach der Warburgschen 
Vorschrift Stickstoff mit 5°, Kohlenséure, der durch Uberleiten iiber 
giihendes Kupfer gereinigt war. Als GefaiBe wurden meist dieselben wie 
fir die Atmungsmessung verwandt oder die kiirzlich fiir die enzymatische 
Milchséurebildung im Muskelextrakt angegebenen*®, von denen wir auch 
einige mit auf dem Boden eingeschmolzenen Platindraéhten besaBen. Diese 
GefaBe mit sackférmigem Anhang dienten insbesondere zur Bestimmung 


fT) 














Abb. 2. 
GefaB fiir Reizversuche in Stickstoff mit chemischer Milchsiurebestimmung. 
Die Nerven werden iiber die Elektroden a gelegt. Das ganze Gefafi hingt im Thermostaten. 


des Gesamtgehaltes an Bicarbonat zu Beginn und SchluB des Versuchs?, 
las durch Einkippen von Salzsiure gemessen wurde. Dies Verfahren dient 
zur Trennung der fixen Saéure (Milchséure) von anaerob produzierter Kohlen- 
siure. Da jedoch der Betrag der letzteren im Vergleich zur Milchséiure 
auberordentlich gering ist*, wurde in der Regel hierauf verzichtet und nach 
dem ersteren Verfahren gearbeitet. Die gesamte, in den Gasraum ab- 
gegebene Kohlenséure wurde dann auf Milchséurebildung bezogen. Die 
Messung der Milchsaéurebildung bei der Reizung geschah ebenfalls teilweise 
mit Differentialmanometer. Dann wurden ebenso wie bei der Atmungs- 
messung die symmetrischen Nerven in die beiden Seiten verteilt und die 
eine Seite gereizt. Der Ausschlag ergab dann den UberschuB der Milch- 
siurebildung bei der Reizung (s. unten S. 139). 

Die Bestimmung des Kohlehydrats wurde nach dem von O. Meyerho/ 
und K,. Lohmann beschriebenen Verfahren vorgenommen®, wobei die niederen 


1 Diese Zeitschr. 142, 317, 1923. 

2 O. Meyerhof, ebendaselbst 178, 395, 1926. 

* Negelein (unter Warburg), ebendaselbst 158, 121, 1925. 
* S. Nr. II dieser Serie. + 

5 Diese Zeitschr. 171, 385, 1926. 
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Kohlenhydrate und das Glykogen getrennt bestimmt werden nach fp; 
fernung der N-haltigen Extraktivstoffe mittels Quecksilberacetat 
schwach alkalischer Lésung. Entsprechend den Erfahrungen von WV jn;; 
stein und Hirschberg’ sowie Holmes und Holmes* am Zentralnervensyster 
wurden die Cerebroside aus der Glykogenfraktion entfernt, und zwar jac! 
dem Vorschlag der letzteren Autoren mit heiBem Alkohol und heife; 
Chloroform. 

Die Abgabe von Ammoniak von seiten des Froschnerven an das wy, 
gebende Medium (Gasraum, Ringerlésung) ist bereits von Tashiro sow, 
Winterstein und Hirschberg in den oben angefiihrten Arbeiten untersuch 
In unseren Versuchen bestimmten wir nicht diese Abgabe, sondern <j 
Differenz des Ammoniakgehalts des Nerven (und umgebenden Mediums 
zu Beginn und SchluB des Versuchs. Bei bloBer Bestimmung de; 
Ammoniakabgabe kénnte z. B. die bei der Reizung gefundene Zunahn 
auf eine erhéhte Permeabilitét zuriickgefiihrt werden. Andererseits be. 
steht bei dem von uns gebrauchten Verfahren die Schwierigkeit, da’ de; 
Ammoniakgehalt des Nerven ziemlich inkonstant ist und daB nicht 
jedem Versuch die symmetrischen Nerven, deren Gehalt verhiltnismabig 
gut iibereinstimmt, zur Bestimmung des Anfangswertes benutzt werde) 
kénnen. Als Anfangsgehalt wurde deshalb eine Mittelzahl genomme: 
Die Methode der Extraktion und Bestimmung war die von Folin, wot» 
in der Behandlung des Materials nach der friiher benutzten Vorschrift 
verfahren wurde. Zur NeSlerisierung verwandten wir das neue Dubosqsclx 
Kolorimeter von Leitz fiir 100 mm Schichthéhe (mit Tageslichtfilter). 


I. Die Ruhemilchsiurebildung des Nerven. 


A. Chemische Bestimmungen. 

In 6 Versuchen, die als Kontrolle fiir.andere dienten, wurde der 
Anfangsgehalt der Milchsaiure in frischen Nerven bestimmt, die bei ( 
prapariert waren. Die Werte sind in Tabelle | wiedergegeben. 

Tabelle I. 


Anfangsgehalt der Milchséure in frisch entnommenen Nerven. 





Froschart Zahi | Gewicht Milchsaure Milch- 

Nr. Datum E: Esculenten der | gefunden saure Bemerkungen 
T. Temporarien | Nerven mg mg Of, 
| 

la 5. Il. E 10 | 222 0,24 011 ) Te sy noo 
ib 5. UL. Ee | 10 | 98 | os | o10 | ““"R sae 
2 10. Ii. E 15 304 0,38 0,12 
3 14. Til. EK 15 289 0,45 0,16 tae 
4 19. IV. | T 8 160 0,11 0,07 Say ee 
4b 19. IV. T 8 178 O14 0:08 ont D 


Durchschnitt: | 0,107 


1 Ebendaselbst 159, 351, 1925; s. auch Takahashi, ebendaselbst 154, 
444, 1924. 

2 Biochemical Journ. 20, 1197, 1926. 

3 O. Meyerhof, K. Lohmann, R. Meier, Diese Zeitschr. 157, 459, 1925. 
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ler Durchschnitt betrigt 0,11°%. Da die Bestimmungen an 
.ymmetrischen Nerven eine gute Ubereinstimmung ergeben, miissen 
jie Variationen zwischen den Versuchen auf individuelle Differenzen 
begogen werden, die die Fehlergrenze der Methode deutlich iiber- 
schreiten. 


In 6 ahnlichen Versuchen wurde der durchschnittliche Milchsaure- 
shalt nach ungefahr 20stiindigem Aufenthalt der Nerven in sauerstoff- 
gsittigter Ringerlésung oder in feuchtem Sauerstoff bestimmt (vgl. 
Tabelle 11). Er betrug hier 0,10°,, also ebensoviel wie in frisch ent- 
npommenen Nerven. 

Tabelle II. 


Milechséuregehalt des Nerven nach 20stiindigem Aufenthalt in Sauerstoff. 





Froschart , —S Milchsaure 
Nr Datum E: Esculenten oe Gewicht gctunden Micheiuse 
T: Temporarien . mg mg 

l 27. bis 30.1. E 16 544 0.38 0.06 

2 1. bis 5. II. E 19 549 0,41 0,07 

3 6. I. k 14 549 031 0,06 

4 10. bis 20. II. Kk und T 12 462 0.51 011 . 
5 13. il. E 13 300 042 | O14 . 
i) 14. IIL. EK 15 287 0,36 0.18 

Durchschnitt : 0,095 


In einem weiteren Versuch wurden zwei Reihen Nerven 17 Stunden 
n Stickstoff gehalten, in der einen Probe die Milchséure direkt bestimmt, 
uder zweiten nach einem weiteren 4stiindigen Aufenthalt in Sauerstoff. 
bie beiden Werte stimmten iiberein, so daB ein nachtrigliches Ver- 
«hwinden von Milchsiure nicht festgestellt werden konnte. 


Tabelle Ila. 


EinfluB von Sauerstoff auf die in Stickstoff gebildete Milchsaure. 





Froschart Zab! Milchsiure Milch« 
Nr. Datum’ E: Esculenten der Gowicht getuoden saure Bemerkungen 
T: Temporarien Nerven| img mg %, 

l 19. IV. T 8 210 0,24 Gil il se 

2 19. IV. T 8 157 0.21 014 | 17 Std. in Stickstoff 

3 19. IV. T 8 181 0.24 0.13 17 Std. in Stickstoff, 
darauf 4 Std. in 
Sauerstoff 


Die Ruheanaerobiose in Stickstoff wurde in einer Reihe weiterer 
Versuche teils chemisch, teils manometrisch gemessen. Bei den che- 
mischen Bestimmungen, die jedoch als weniger genau anzusehen sind, 
ergab sich bereits eine deutliche Milchsiurebildung, und zwar in 6 Ver- 
suchen von 20stiindiger Dauer eine durchschnittliche Zunahme von 
60 mg-% oder 3mg-% pro Stunde. Der genauere Gang der Milch- 
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Tabelle II]. 




















aure 
Milchsaéuregehalt nach 20 Stunden in Stickstoff. tele 
; ~ Bendy 
Froschart . Milchsaure , Ene 
Nr. Datum E: Esculenten ad due Gewicht gefunden Milchsaure intel 
T: Temporarien —_— my mg 
1 6. IL bk 14 504 0,48 04 
2 21. Il. T 10 292 0,48 O41 
3 22. Il T 10 342 0,73 0.2 
4 13. Il EK 15 318 0,82 0.26 
ne 
5 19. IV. Fy 8 210 0,24 01 tel 
6 19. TV. T 8 157 0,21 0.14 lavo 
Durchschnitt : 0.163 Lert 
Anstieg : 0.056 
Tabelle 1V. 
Milchséuregehalt nach 2 Stunden in Stickstoff. 
Froschart . > Milchsaure a 
Nr. Datum E: Esculenten —_ der Gowtsht gefunden Milchsaure 
T: Temporarien oe mg mg 
1 21. IL. T 10 283 0,43 O15 
2 19. IV. T 8 183 0.19 010 
$ 19. IV. T 8 207 0.19 0.09 
4 m ave T 12 344 0,43 0,13 
5 9. V. T 10 306 0,34 O11 
6 30. V. kK 8 365 0,49 0.14 
Durchschnitt : 0,120 a 
t 
Anstieg : 0,013 7 
\er 
Tabelle » Si 
Milchséuregehalt nach 4 Stunden in Stickstoff. 4 Si 
\7 t 
. Froschart —_ Milchsaure - 
Nr. Datum E: Esculenten oe Gewicht getunden Milchoiure war 
T: Temporarien ee mg mg ’ 
Mile 
1 19. IV. T 8 200 0,23 O11 " rs 
woh 
2 | 19. IV. T 8 190 0,32 0,17 Mi: 
lure 
3 = v- T 12 334 0,46 0.14 “ 
4 m& we F 10 297 0,44 015 
5 50. V. E 8 343 0,49 0,15 
Durchschnitt : 0,145 
Anstieg : 0,038 Mil 








NSaure 
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.iurebildung lieB sich erst in den manometrischen Versuchen fest- 
ellen. In den Tabellen III bis V sind die chemisch bestimmten 
Endwerte der Milchsiure nach 20, 2 und 4 Stunden angegeben, 
mter Berechnung der Zunahme gegeniiber dem Durchschnittswert 
jes Anfangsgehalts. Es war in diesen Versuchen nicht méglich, stets 
fir die symmetrischen Nerven den Anfangsgehalt zu bestimmen und 
weh die Genauigkeit fiir die Auswertung jedes einzelnen Versuchs 
nicht groB genug. 

Der vollstandigste Versuch, bei dem gleichzeitig die manometrische 
nd chemische Messung miteinander verglichen wurde, ist in Abb. 3 
wiedergegeben. 42 Frésche von demselben Fang wurden benutzt; 
avon wurden 4 Nerven zur manometrischen Bestimmung fiir die ganze 
eit verwandt; die anderen wurden in 5 Portionen geteilt und die 











ea . 8 : 13 6 ~ 20 a 
funder 
Abb. 3. 
Anaerobe Milchsdurebildung des Nerven. 
Vergleich chemischer und manometrischer Milchsiurebesti 8 
Ordinate: mg Milchsaure pro g. < Chemische Bestimmungen. 
Abszisse: Zeit in Stunden. oe @ Manometrische Bestimmungen. 





symmetrischen Nerven wieder getrennt. So wurden 10 Gruppen er- 
halten, von denen die erste sofort getétet wurde, die dazu gehérigen 
Nerven nach 2 Stunden in Stickstoff. Von der Portion 2 wurden a) nach 
2 Stunden, b) nach 4 Stunden in Stickstoff getétet, Portion 3 a) nach 
{ Stunden, b) nach 7 Stunden, Portion 4 a) nach 7 Stunden, b) nach 
17 Stunden, Portion 5 a) nach 17 Stunden, b) sofort. Auf diese Weise 
war eine mdglichst vollstandige Deckung der ganzen Zeitkurve der 
Milchsaurebildung in den verschiedenen Portionen erreicht. Die chemi- 
chen Resultate sind mit Kreuzen in der Abbildung wiedergegeben, 
wobe! die Ruhewerte abgezogen sind. Die Streuung ist groB, aber 
jurchschnittlich deckt sich das Ergebnis der manometrischen und 
chemischen Versuche. 


B. Manometrische Bestimmungen. 


Tabelle VI gibt die Resultate von 30 Experimenten, in denen die 
Milchsiurebildung in Stickstoff manometrisch gemessen ist. 
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Tabelle VI. 
Verlauf der Milchséurebildung manometrisch gemessen. 
. = Bildungs- 

c § fz 4 5 fx 2 geechw igkeit 

= Ringers as Ge- zoe se - — 
Ne. | Detum 3 lésung $2 | wicht 2°¢ C3 =s in mg+"/o : Bemerkungen 

= S| == SE” | Durchs | Maxie 

ccm | mg | mg-%/o 9 schnitt | mum 
1 81. L|E 2 70 38 — — — 
2 5. IV. | E _- 4 75 82 : _— = 
3 19. IV. | 7 0.4 4 110 88 50 44 12 
4 |25.IV.'T| 06 | 3 | 60 100 49 5,1 11 ||) Symmetrische 
4a 25. 1V.' T | 0,2 3 69 96 42 48 10 | = Nerven 
4b 0,1 3 60 69 45 3,0 8 - 
4e 01 | 3 60 65 37 3,2 ? — 
5 |29.IV.|E/} 002; 2 | 45 40 42 2.0 5 
6/2V./E|/ 01/2] #9| — ie >a ni 
6a 0,6 | 2 50 79 20 3,9 4 
7 6. V.;/T!| 056 | 8 89 38 58 1.9 9 | 
7a 05 | 8 | 80) 41 58 2,0 it i 
8 |16. V.|E} 058 | 2] 6 74 40 3,7 11 
y 18. V.|T | 06 | { 70 | 122 39 6,1 11 
10 (26. V.'|E/] 05 | 2 | 85 35 45 1,8 6 
11/31. V.1E| 05 | 2! 70! 85 34 18 4 ih 
lla 01 | 2) 70, 41 37 2.0 Bi} 
1lb 05 | 2 | 70 45 34 2,2 6) 
ile 01 | 2 | 70) 44 40 22 7) ° 
12 1. VI} EE} 05 | 2 | 110 74 42 3,7 12 |) 
120 05 | 2/110 899 4 445 | 4 | ° 
13 2. VI.'E!| 005; 2 100 59 42 3,0 8 
13a 05 | 2 | 100 76 26 3,8 6 
14 8. VI} E} 05 | 2 | 120 43 34 21 4 
l4a 0.5 2 | 120 39 33 2.0 4 
14b 0,2 2 120 49 28 2.6 5 ¥ 
15 10. VI.| E | 0,5 2 99 48 33 2.4 4 
16 10. VI.|; E; 05 2 110 67 -— 3.4 — 
l6a 0,5 2 110 124 - 6,2 — 
17 17. VI. EE! 0,5 2 75 69 36 3,5 7 
18 (22. VI. E)| 0,5 2 3,0 6 


80 60 29 


In Abb. 4 sind der durchschnittliche Verlauf und die extremen 
Kurven dargesteilt. Es ergibt sich daraus, daB in der ersten Stunde 
sehr wenig Milchsaure gebildet wird, dann eine maximale Geschwindigkeit 
erreicht wird, welche allmahlich wieder abfallt. Die durchschnittliche 
Anfangsgeschwindigkeit, abgesehen von der Anfangsliicke, ist 7,4 mg-' 
pro Stunde, die durchschnittliche Geschwindigkeit fiir 20 Stunden 
3mg-%, und in 4 Stunden sind etwa 37% der Gesamtmilchsiure 
gebildet. Die Zahlen stimmen etwa mit den chemisch erhaltenen 
iiberein. 

Wiahrend die symmetrischen Nerven auf etwa 10% iibereinstimmen 
sind die Variationen in den verschiedenen Experimenten ziemlich gro! 
sowohl beziiglich der Gesamtmilchsiure wie des Abfalls der Geschwindig- 
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iit. Die Variationen hingen ab von der Jahreszeit, der Temperatur 

wud den Ernaihrungsbedingungen der Frésche und sind in der Tat, 

vie sich in folgendem ergibt, durch den Kohlehydratvorrat des Nerven 

hervorgerufen. 

kunger DaB der Abfall der Geschwindigkeit nicht durch Anhiufung von 
Vilchsaiure bedingt ist, 14Bt sich auf verschiedenem Wege zeigen. 


n9- . — 
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0 2 ¥ 6 8 92 6 20 
Stunden 
Abb. 4. 

Ubersicht tiber den Verlauf der Milchséurebildung wahrend der Ruheanaerobiose im Nerven 
Verlauf in reiner Ringerlésung. 
Verlauf in glucosehaltiger Ringerlésung. 

» und ¢ stellen die maximale, minimale und durchschnittliche Milchsaurebildung in samtlichen 
Versuchen in reiner Ringerlésung dar, ebenso a’ und b’ maximale und minimale Geschwindigkeit 

in zuckerhaltiger Ringerlésung. 





In 4 Versuchen wurde 0,1 °% Milchsaure in bicarbonathaltige Ringer- 
lisung zugegeben und die Bildungsgeschwindigkeit mit der in reiner 
Bicarbonat-Ringerlésung verglichen. Es ergab sich kein Unterschied 
is. Tabelle V11). 
nen DaB die Milchsaéure in die Nerven ein- und ausdiffundieren kann, 
nde ergibt sich schon daraus, daB sie in die Ringerlésung tibertritt und 
om Bicarbonat darin austreibt. Auch l4Bt sie sich hier chemisch mit der 
‘he Hopkinsschen Thiophenprobe nachweisen. Es folgt somit, daB auch die 
, von auBen zugesetzte Milchsiure in den Nerven hineindiffundieren 
len kann und trotzdem keine hemmende Wirkung auf die weitere Milch- 
‘re @ siurebildung besitzt. Man kann auch noch auf andere Weise 
- feststellen, daB ihre Anhaufung ohne Einflu8 auf die weitere Milch- 

siurebildung ist. Halt man die Nerven anaerob in einer geringen 
‘nh Flissigkeitsmenge (0,05 bis 0,1 cem), so miiBte der hemmende EinfluB 
of der Milchsaure rascher eintreten als in einem gréBeren Volumen (0,6 ccm). 
e- Dies ist jedoch nicht der Fall, so daB die Wirkung ausgeschiedener 
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Tabelle VII. 





a. a —~ - 
Milchs geschwindigkeit 
Frosch ahl saure a. pro Stunde 
Nr. Datum sees der Gewicht _nach in 4 Std in mg-*/> Bemerkunger 
Nerven 20 Std. A 
Durchs Maxi- 
mg mgr°/o 5 schnitt mum 
1 25. IV. 3 3 60 60 45 3,0 s Reine Ringer 
losung 
la 3 60 87 25 44 7 Milchsaure: 
zusatz 
2 29. IV. EK 2 45 86 25 43 5 Reine Ringer 
losung 
2a 2 45 82 27 4,1 6 Milchsaure- 
zusatz 
3 2. VI. E 2 100 76 26 3.8 6 Reine Ringer 
lésung 
3a 2 100 78 21 3.9 6 Milchsaure- 
zusatz 
3b 2 100 66 30 3.3 6 Milchsaure: 
zusatz 


Stoffwechselprodukte nicht in Frage kommt. Umgekehrt ergeben dic 
Versuche mit Glucosezusatz, in denen die Gesamtmilchsaurebildung 
drei- bis viermal so groB ist, daB die Geschwindigkeit trotz der vie! 
stiirkeren Anhaiufung der Saure nicht abfillt. 

In der Tat ist das Fehlen der Kohlehydrate die wesentliche Ursach« 
des Geschwindigkeitsabfalls. Denn Zusatz von 0,1 °% Glucose zur 
Ringerlésung fiihrt zu einer Milchsiurebildung, die fiir mindestens 
30 Stunden vollstandig konstant ist. Die Resultate von 15 derartigen 
Versuchen sind in der Tabelle VIII wiedergegeben und auf Abb. 4, 5 
und 6 abgebildet. Die durchschnittliche Anfangsgeschwindigkeit ist 
12,5 mg-°%, pro Stunde, ungefahr 65°, mehr als ohne Glucose. 

Wenn die Nerven in 0,5cem Glucose-Ringerlésung suspendiecr' 
sind, bleibt die Geschwindigkeit fiir tiber 30 Stunden konstant. Wenn 
dagegen die Nerven von etwa 70 mg Gesamtgewicht in 0,05 cem Glucose. 
Ringerlésung gehalten werden, so fillt die Milchsdiurebildungs- 
geschwindigkeit in ungefahr 15 Stunden progressiv ab. Wenn die 
Nerven, die vorher in Glucose-Ringerlésung gelegen haben, sich 
mit dieser ins Gleichgewicht gesetzt haben, so soilen 0,05 cem Zucker. 
Ringerlésung + 0,07 g Nerven 0,12 mg Glucose enthalten, abgesehen 
von héherem Kohlehydrat im Nerven. Bei einer Geschwindigkeit von 
12,5 mg-% pro Stunde miiBten diese 0,12 mg in etwa 15 Stunden 
aufgezehbrt sein. 

Die Glucose als Quelle der Milchsaurebildung laBt sich weder durch 
Galaktose noch durch Fructose ersetzen. Der Nerv stimmt hier also 
mit dem Verhalten der grauen Hirnsubstanz iiberein, wie es Loebel aus 
diesem Institut gezeigt hat!. Die gesamte Menge Milchsiure, die ein 


1 Diese Zeitschr. 161, 219, 1925. 
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Tabelle VIII. 





Milchsiéurebildung in Gegenwart von Glucose. 
Milch- , Geschwindigkeit : c 
i sure Geramts dep Milhoaures power 
Nr Datum 1 der Gewicht 20 Std. er mg-°/) pro Std. Ch vio 4 
Nerven gebildet — gebildet Durch: | Maxie cose) é 
mg > %, schnitt | mum com Fs 
| in SS EK 2 70 0,112 - 5.6 — O05 * 
2 123. OL. T 3 70 0,28 14,0 : 05 
da 3 70 0,20 10,0 05 
3: | 29. HIT. k 3 80 0,22 11,0 0,5 
4 5. IV. E 4 75 0,18 90 . 0.6 
s. 125. IV. T 3 60 0,37 20 18,0 18 0,6 * 
6 | 29. IV. EK 2 45 0,20 25 10,0 14 0,1 . 
ba 2 45 0,17 35 8.7 15 0.1 
> wv, KE 2 50 0,24 20 12,0 12 0,6 . 
8 116. V. k 2 65 0,17 20 8,7 9 05 . 
Sa 2 65 0,13 30 6.4 10 0,95 
8b 2 65 0,12 36 6,2 12 0,05 
9/18. V. T 2 70 0,16 18 7,9 S 0,6 
Ya 2 70 011 30 5.4 10 0,95 
9b 2 70 0,12 35 5,7 11 OLN5 
10 9. VI. EK 3 169 0,07 40 3.5 i] 0,05 
11 (10. VI. E 2 90 0,15 21 7,3 8 05 
Durchschnitt : — - 12.5 
Fir 0,5 cem Ringerlisung + Glucose: 21 12 13 
0,05 , = 1. > 33 7 12 


* Die symmetrischen Nerven sind in Tabelle VII in den unter gleichem Datum angegebenen 
Versuchen mit reiner Ringerlésung benutzt. 


mg Milchsaure 





—_ = —ESESESEE Ss eS — 4 
Z ¢ 8 12 16 20 24+ 28 
Stunden 

Abb. 5. 


Milchséurebildung in 70 mg Nerven mit 0,5ccm und 0,05 ccm 0,1 °/oiger Glucose»Ringerlésung. 
Die Geschwindigkeit fallt im letzteren Falle ab, wenn die Glucose der Ringerlésung plus dem im 
Nerven praformierten Kohlehydrat verbraucht ist. 
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Nerv in Stickstoff ohne Zuckerzusatz bildet, betrigt etwa 0,1° 
daB eine ahnliche Menge Glucose-bildendes Kohlehydrat vorhandey 
sein muB. Hierauf werden wir unten zuriickkommen!. 
Tabelle 1X. 
Vergleich der verschiedenen Kohlehydrate. 


17. Juni. Esculenten. In jedem GefiB 2 Nerven von je 75 mg. 





| 


Geschwindigkeit der Milchsaure- | 


Milchsiure Gesamtumsatz, bildung in mg-°/) pro Stunde Ringer 





Benutzter Zucker 39 Gitte ae -_——— —— —- lésung 
Durchschnitt ae 
0/5 5 von 20 Stunden . | com 
sins 0,07 36 3,5 7 0.6 
Fructose . . . 0,06 41 2.8 i] 0,6 
- bm a 0,06 43 3.0 7 06 
Galaktose. . . 0,07 43 3.5 12 0.6 
Glucose ... 0,22 35 11.0 93 0.6 


DaB der Abfall der Geschwindigkeit durch Verbrauch von Kohie- 
hydrat bedingt ist, ergibt sich weiter durch den Verlauf bei 15 und 28° 
(Abb. 6). Die Anfangsgeschwindigkeit bei 28° ist mehr als verdreifacht 






mg Milchsdure pr g 


te 
Stunden 


0 ie ee, ae ser 


Abb. 6. 
Verlauf der anaeroben Milchsaijrebildung in reiner Ringerlésung (I und II) und Glucose-Ringer- 
lésung (III und IV) bei 15 und 28°. 
Wibrend im ersteren Falle dasselbe .Milchsiuremaximum” erreicht wird entsprechend dem Gehalt 
des Nerven an Kohblehydrat, steigt bei Zusatz von Glucose die Milchsiurebildung ohne Abfal! 
der Geschwindigkeit dauernd an. 


1 In einigen Versuchen wurde beobachtet, daB, wenn die Geschwindigkeit 
in Stickstoff auf einen kleinen Bruchteil abgefallen war und eine Periode 
in Sauerstoff eingeschaltet wurde, in einer zweiten Anaerobioseperiode 
die Milchséiurebildungsgeschwindigkeit anfangs wieder etwas erhéht war, 
ohne daB die Gesamtausbeute stieg. Es ist demnach noch ein zweiter 
Faktor auBer der Konzentration des Kohlehydrats fiir die Umsatzgrile 
verantwortlich, vielleicht die Hydrolysegeschwindigkeit der héheren Kohle- 


hydrate. 
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aber der Abfall geschieht um so rascher, so daB die Gesamtausbeute 
an Milchséure genau ebenso groB ist wie bei 15°, was wiederum die Er- 
schopfung des Kohlehydratvorrats anzeigt. In Anwesenheit von Glucose 
wird die héhere Geschwindigkeit dauernd aufrecht erhalten, ebenso 
wie bei tieferer Temperatur. Der Q,, fiir 15 bis 25° ist 2 bis 3. 


Tabelle X. 


femperaturkoeffizient in Glucose-Ringerlésung (0,5cem 0,1° Glucose). 
| § xg o 





Zahl Gewich ——— ; 
Nr Datum Froschart der aoe geechwin keit Temperatur Vio 
Nerven ta mge®/y Milch- 
mg séure pro Std. 
1 1. VI. Ek 2 100 26 + 28° |) os 
la 25 + 28 ee 
2 10. VI. Ek 2 90 30 +28 |) 3 
2a 8 + 15 as 


* Mit Durchschnittswert von 15° verglichen. 


ll. Die Abwesenheit von Extramilchsiure bei der Reizung in Stickstoff. 

Von besonderer Wichtigkeit ist die Frage, ob die Titigkeit des 
Nerven einen EinfluB auf die anaerobe Milchsiurebildung ausiibt. 

Die Bestimmung dieses Einflusses ist ziemlich schwierig, weil ein 
kontinuierlich gereizter Nerv unter streng anaeroben Bedingungen in 
seiner Erregbarkeit sofort nachlaBt und im Verlaufe von 2 bis 3 Stunden 
vollig unerregbar wird. Andererseits aber wird eine konstante Milch- 
siurebildung erst nach Ablauf von etwa 1 Stunde in Stickstoff merklich. 
3 Methoden wurden verwandt: Die Messung mit dem Differential- 
manometer, dessen eine Seite mit den ruhenden Nerven beschickt war, 
die andere mit den zu reizenden, beide in Stickstoff. 2. Messung mit 
einfachem Manometer, GefaiB mit Elektroden versehen, mit alter- 
nierenden Reiz- und Ruheperioden gebraucht oder im Vergleich mit 
einem anderen GefaiSB mit ruhenden Nerven. 3. Die chemische Be- 
stimmung der Milchsiure, nachdem die Nerven in den ReizgefaBen 
Abb. 2 gelegen hatten. Die ungereizten lagen dann im gleichen GefaB 
auBerhalb der Elektroden. 5 derartige Versuche mit chemischer Be- 
stimmung der Milchsiure und Reizung von 2 bis 4 Stunden sind in der 
Tabelle XI aufgefiihrt. Es ergibt sich keine Steigerung tiber den Ruhe- 
umsatz. 

In 8 Versuchen wurde der Effekt der Reizung mit einfachen Mano- 
metern untersucht, wobei einmal die Reizung dauernd fiir 2 bis 3 Stunden 
geschah und die Kontrollnerven in einem anderen GefiB lagen. Die 
durchschnittliche Ruhe-Milchsaiurebildung in dieser Zeit betrug hier 
10 mg-%, die der gereizten Nerven 11,3 mg-%, also durchschnittlich 
13% mehr. (Der UberschuB8 in vier einzelnen Experimenten war 2,0, 
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Tabelle XI. 


Vergleich der anaeroben Milchséurebildung bei Ruhe und Reizuny 





. .-: 4, | Milchsiure | Milchs | Aufenthalt | Beh,, 
Nr. Datum  Froschart Zahl der | Gewicht gefunden | siure_ in Stickstoff lung der 


Nerven mg mg | %B Stunden Nerven 
1 4.V. = 12 334 0,46 0,14 4 Ruhe 
la 330 0,47 0,14 Reizung 
2 9. V. T 10 306 0,34 0,11 2 Ruhe 
2a 313 0.41 0,13 Reiz ing 
3 2%. T 10 297 0,44 O15 4 Ruhe 
3a 299 0,41 0,14 Reizung 
4 30. V. BE 8 365 0,49 0,14 3 Ruhe 
ta 359 0,42 0,12 Reizung 
5 30. V. LD 8 343 0,49 0,15 §* Ruhe 
Da 353 0,55 0.16 Reizung 


Durehschnitt |p aitwre: Mo 
* Glucose-Ringerlésung. 

1,2, 1,9 und Omg-%). In 4 anderen Experimenten wurden die Nerven 
in gréBeren Intervallen gereizt und die Milchsiurebildung wihrend 
der Reizperiode und Ruheperiode verglichen. Hier ergab sich in 4 
solchen Versuchen 0.7 mg-%, weniger in der Reizperiode (in 4 Experi- 
menten dreimal — 1 mg-%,, einmal 0). Alle diese Unterschiede liegen 
innerhalb der Fehlergrenze. SchlieBlich wurden 4 Versuche mit dem 
Differentialmanometer ausgefiihrt und ergaben einen Uberschu8 der 
Milchsiure auf der gereizten Seite von 1,6 mg-°% pro Stunde Reizung. 
und zwar in den einzelnen Versuchen: + 2,8 mg-%, +- 4,0 mg-°, 

1,5 mg-%, + 1,2 mg-%. Ubrigens wird die geringe Mehrproduktion 
an Milchsiure auch dann noch erhalten, wenn die Erregbarkeit beinahe 
erloschen ist. In jedem Falle ergibt sich aus'den chemischen wie 
manometrischen Messungen, daB durch den Erregungsvorgang in 
Stickstoff die Milchsiurebildung entweder iiberhaupt nicht oder nur 
ganz unbetrichtlich erhéht wird, nicht iiber die Fehlergrenzen der 
Methode, wihrend ja in Sauerstoff die AtmungsgréBe bei der Reizung 
mehr als verdoppelt ist. Der Leitungsvorgang kann daher mit keiner 
Anhaufung von Milchsiure verkniipft sein. 


Ill. Andere Stoffwechselvorginge. 
A. Das weitere Schicksal der Milchsdure. 


Wie friher mitgeteilt', steigert Milchsiurezusatz die Atmung 
nicht, und ebenso findet man keine deutliche Abnahme einmal gebildeter 


* R. W. Gerard, Amer. Journ. Physiol. 82, 381, 1927. 
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\ilchsiiure bei nachtriglicher Uberfiihrung der Nerven in Sauerstoff. 
Auch konnte in einem Sauerstoff-Kohlensiuregemisch unter diesen 
Umstanden keine Retention von Kohlensiure beobachtet werden, wie 
sie dem Verbrauch von Lactat entsprochen hatte. Ob ein solcher 
\ilchsaureverbrauch in der ersten Stunde nach Uberfiihrung der Nerven 
in Sauerstoff stattfindet, ist bei den kleinen Umsitzen nicht entscheidbar. 
Leichter ist es, den Verbrauch zugesetzten Lactats zu studieren. Legt 
man einen Froschmuskel in lactathaltige Ringerlésung ein, so ver- 
schwindet, wie friither festgestellt wurde!, Milchsiure in mehrfachem 
Betrage derjenigen, die oxydiert werden kann, durch Resynthese zu 
Kohlehydrat. Beim Nerven ist dieses jedoch nicht der Fall. Hierzu 
wurden Nerven in (n/100) Lactat-Bicarbonat-Ringerlésung mit einer 
Atmosphire von O, + 5% CO, ins Gleichgewicht gebracht und in 
der einen Portion Nerven zu Beginn des Versuchs, in den sym- 
metrischen Nerven nach 20stiindigem Aufenthalt in der Lésung der 
Gesamtgehalt an Bicarbonat mittels Ubersiuerung durch HC! bestimmt? 
Es ergab sich in 2 Versuchen eine Bicarbonatzunahme von 5,0 cmm 
(0, pro 97 mg Nerven in 20 Stunden 20 Minuten und 5,2cmm CO, 
pro 117 mg Nerven in 19 Stunden 15 Minuten. Da 1 emm CO, 0,004 mg 
Milchséure entsprechen, die durch 3cmm QO, oxydiert werden, ist der 
Milchsdureverbrauch einem Aufwand von 7,5 bzw. 6,9 cmm O, pro Gramm 
und Stunde aquivalent, wihrend die AtmungsgréBe 16 bis 17 cmm O, 
pro Gramm und Stunde betrigt. Es wird also noch nicht die Halfte 
der Atmung durch Milchsiureoxydation bestritten und dariiber hinaus 
findet keine Synthese von Milchsiure zu Kohlehydrat statt. Wir 
schlieBen daraus, daB auch die vom Nerven gebildete Milchsiure nur 
zu einem geringen Teil oxydiert und nicht zu Kohlehydrat synthetisiert 
werden kann. 
B. Kohlehydratumsatz. 


Zum Vergleich der GréBe der Milchsiurebildung mit dem Kohle- 
hydratgehalt wurde in einer Reihe von Fillen das Glykogen und die 
niederen Kohlehydrate im frischen Nerven bestimmt. Es erwies sich 
bei den kleinen Mengen als aussichtslos, direkt die Abnahme des Kohle- 
hydrats mit der Milchsiurebildung zu vergleichen. Dagegen sind eine 
teihe von Bestimmungen nach mehr oder minder langem Aufenthalt 
der Nerven in Sauerstoff bzw. Stickstoff gemacht und ergaben einen 
durchschnittlichen Gehalt von 0,1°, wie er etwa der Gesamtmilch- 
siurebildung in zuckerfreier Ringerlésung unter anaeroben Bedingungen 
entspricht. 


1 O. Meyerhoj, K. Lohmann, R. Meier, ebendaselbst 157, 449 1925 
2 Negelein, ebendaselbst 158, 121, 1925; O. Meyerhof und K. Lohmann 
ebendaselbst 171, 381, 1926. 
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Tabelle XII. 


Kohlehydrat des peripheren Nerven. 





— 


Niedere | Gesamt- 


Ne. || Datum | Froeche| Gay’ | Gewicht |Giyhogen| Keble | babies | Vesselsat 
Nerven Nerven 

mg . 0 . 0 ° 0 

l 27. bis 30. I. kK 16 542 0,04 — = | 

2 l. bis 5. II. Ek 17 549 0,02 0,05 0,07 20 Std. in © 

3 10.bis20.0. E+T 16 530 0,08 006 oo9 | 

4* ss. B. EK 12 280 0,05 0,18 0,23 1 Std. in O 
285 0.06 0,14 0,20 w . ' 

5 10. VI. E 20 970 0,025 0,038 0.955 Sofort 
1040 = 0,045 0,01 0,055 20 Std. in N 


* In diesem Versuch sind die N-haltigen Extraktivstoffe nicht entfernt. 


C. Ammoniak. 


Zum SchluB teilen wir die Versuche iiber die Ammoniakbildung 
des Nerven mit, die wir nur als vorliufig betrachten, da die Ursache 
der groBen Variation des Ammoniakgehalts der frischen Nerven nicht 
aufgeklirt werden konnte. Der Anfangsgehalt des Nerven schwankte 
zwischen 0,8 und 5mg-%'!. Der Durechschnitt betrug 2,4 mg-%. Bei 
bis 20stiindigem Aufenthalt in Sauerstoff war der Ammoniakgehalt 
meist, aber nicht regelmaBig, erh6ht (Zunahme durchschnittlich 0,2 mg-°, 
pro Stunde), noch etwas mehr in Stickstoff (0,3 mg-°% pro Stunde) 
Dagegen fand sich eine sichere Erhéhung der Ammoniakbildung bei 
der Reizung. In 5 Versuchen ergaben Nerven, die wahrend 4 bis 6 Stunden 
in Sauerstoff gereizt waren, eine Zunahme an Ammoniak, die 2,5 bis 
3 mal so groB war wie die der ungereizten Kontrollnerven, wobei dic 
Extrabildung 0,45 mg-°%, pro Stunde betrug, und zwar in den einzelnen 
Versuchen: 0,76, 0,39, 0,30, 0,28, 0,52. Diese Zunahme ist ungefihr 
dieselbe wie die von Winterstein und Hirschberg beobachtete gesteigerte 
Abgabe von Ammoniak an die Ringerlésung wihrend der Reizung? 
Wieweit dieser ProzeB fiir den Leitungsvorgang wichtig ist, mu8 vor- 
laufig dahingestellt bleiben und soll weiterhin untersucht werden. 


IV. Zusammenfassende Betrachtung der verschiedenen Stoffwechselvorginge. 


A. Der Chemismus des Ruhestofjwechsels. 


Der Sauerstoffverbrauch im ruhenden Frosch-Ischiadicus von 15° 
ergab sich im Durchschnitt zu 16 bis 20 cmm O, pro Gramm und Stunde 


1 Vielleicht stehen diese Schwankungen im Zusammenhang mit det 
traumatischen Ammoniakbildung, die kiirzlich von Parnas und Mozolowsk 
(diese Zeitschr. 184, 399, 1927) studiert worden ist. 

2 Diese Zeitschr. 156, 138, 1925. Die Autoren fanden bei 18,5 bis 
20° eine Extraproduktion Ammoniak pro Stunde von etwa 0,6 mg-” 
bei der Reizung. 
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0,025 mg), ein Wert, der genau iibereinstimmt mit der Atmungs- 
robe des intakten ruhenden Froschmuskels von gleicher Temperatur. 
jie Milchsdurebildung in der Ruheanaerobiose betragt in der Anfangs- 
it durchschnittlich 0,074 mg pro Gramm und Stunde, ebenfalls mit 
jer Milchséurebildung des ruhenden Froschmuskels iibereinstimmend. 
a in Sauerstoff keine Milchsaéure auftritt, unterdriickt also 0,025 mg 
sauerstoff die Bildung von 0,074 mg Milchsiure, was einen Oxydations- 
juotienten der Milchsiure von 3 ergibt. Da jedoch hier die Bildung 
sicht mit maximaler Geschwindigkeit geschieht, haben wir noch 
‘icht den wahren Wert des Oxydationsquotienten. Vielmehr wird 
» Glucoselésung die anaerobe Milchsiurebildung auf 0,125 mg pro 
Gramm und Stunde gesteigert, wiahrend die AtmungsgréBe in 
Glucoselésung nicht steigt. Auch unter diesen Umstinden kommt 
es in Sauerstoff zu keinerlei Anhiufung von Milchsiure. Der 
Oxydationsquotient ist dann 4,5, also genau so groB wie unter den 
ginstigsten Umstianden in der Muskulatur. Wahrend dieser Zusammen- 
hang so wie im Muskel gedeutet werden kann durch einen Kreislauf 
der Milchsiure, bei dem sie in ,,statu nascendi oder ein Inter- 
mediirprodukt unter Aufwand von Oxydationsenergie wieder zuriick- 
verwandelt wird, kann im Gegensatz zum Muskel einmal entstandene 
Milchsiiure nicht mehr in Kohlehydrat verwandelt werden. Eine solche 
Riickverwandlung lieB sich ebensowenig in der grauen Hirnsubstanz 
nachweisen!, die also auch hier mit dem peripheren Nerven tibereinstimmt. 
Auffallig dagegen ist, daB im Unterschied von dieser Lactat und Glucose 
lie Ruheatmung nicht steigern und kaum oxydiert werden. Tatsiachlich 
indert sich in ihrer Gegenwart auch nicht der respiratorische Quotient, 
der ebenso wie in reiner Ringerlésung 0,8 bleibt. Als Beispiel sei 
ein Doppelversuch angefiihrt mit und ohne Glucose: Versuchszeit 
19.5 Stunden, je 2 Nerven pro GefiB. a) ohne Glucose: 83 cmm 
Sauerstoff, 66cemm CQO,, respiratorischer Quotient 0,8, Sauerstoff- 
verbrauch pro Gramm und Stunde 15 cmm; b) mit Glucose: 0,113 mg 
Nerven, 93 cemm O,, 65 cmm C Og, respiratorischer Quotient 0,8, Sauer- 
stoffverbrauch 15cmm pro Gramm und Stunde. 

Wir haben hier also einen sicheren Fall, wo die Oxydation von 
zur Hauptasche Nichtkohlehydrat die Milchsiurebildung verhindert 
baw. riickgangig macht. 

Die Milchsdiurebildung eines in Stickstoff befindlichen Nerven 
beginnt nicht sofort mit maximaler Geschwindigkeit, vielmehr entsteht 
in der ersten Stunde eine kaum nachweisbare Menge. Lies kann nicht 
auf dem Fortbestehen von Atmung auf Grund gelésten Sauerstoffs 
beruhen, da dieser, wie sich berechnen laBt, in 5 bis 10 Minuten aus 


1 Takane, diese Zeitschr. 171, 403, 1926. 
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dem Nerven herausdiffundiert oder verbraucht sein muB.  Waby 
scheinlich enthalt der Nerv einen gewissen Vorrat gebundenen Sauerstoff 
der in der Atmung verbraucht werden kann, wofiir auch das Entstehey 
von etwas Kohlensiiure spricht, die in der Anaerobiose beobachte 
wird. In gleicher Richtung deutet, daB bei 28° das Zeitinterval! bis 
zum Beginn der stationiiren Milchsaurebildung sehr viel kiirzer jx 
entsprechend dem rascheren Verbrauch dieses Reserve-Sauerstoffs 

SchlieBlich sei erwihnt, daB im Nerven wie in anderen Gewebep 
die Milchsiurebildung aus Glucose auch durch Hemmung der Oxydatioy 
mittels HCN in normaler Weise veranlaBt wird. Die anaerobe Milch 
siurebildung wird noch durch 4. 10-2 n KCN nicht gehemmt (stiind. 
liche Milchsiurebildung pro Gramm Frischgewicht bei 15° 0,085 mg 
in 0,1 °,iger Glucose-Ringerlésung, waihrend 20 Stunden). Andererseits 
hemmt 2.10-* bis 1.10-% n KCN die Atmung um 80 bis 90° 
Unter Benutzung der Warburgschen Kiastchenmethode wurden je 
6 zusammengehérige Nerven von 277 und 274mg in 3 und 8 ccm 
KCN-haltige Ringer-(0,1 °,)-Glucose-(0,26 %,). Bicarbonatlésung 
pendiert (n/500 KCN). 


SUSs- 


Es ergab sich: 





Nach 6 Stunden Nach 21 Stunden 


De Se ee ae 4,05 emm 12.4 cmm 
TOs so tte 444 , 111,0 


Daraus pro 1 g und | Stunde: 





6-Stunden-Wert 21-StundensWert 


Se a 2,5 emm 2.2 emm 
Qeo, (extra). . . . , | ae ir 
Milchsfure . .... 0,099 mg 0,069 mg 


Bei einer Atmungshemmung von 85 °% ist also die Héhe der anaeroben 
Milchsaurebildung ungefahr erreicht. 


B. Der Chemismus des Reizsto{jwechsels. 


Es wurde in einer vorhergehenden Arbeit gezeigt!, daB die Warme. 
produktion bei dem ErregungsprozeB in zwei Phasen zerfallt, ahniich 
wie im Muskel, die aber durch Anaerobiose nicht gesondert werden 
kénnen, weiterhin, daB die ganze Wirme durch Oxydation hervor- 
gerufen wird. Beziiglich derjenigen Reaktionen, die jeder einzelnen 
Phase entsprechen, wissen wir nichts Bestimmtes. 


1 R. W. Gerard, Journ. of physiol. 68, 280, 1927. 








Wahr. 


TStoffs 
istehen 
achtet 
all bis 
ler ist 
Tis 

Weben 
lation 
Milch 
stiind. 
SO my 
Tselts 
Hi) ° 

n je 
sccom 


SUSs- 


hen 


ne- 
ich 
en 


en 





Untersuchungen iiber den Stoffwechsel des Nerven. ILI. 145 


aB auch in der Anaerobiose die Milchsiurebildung nicht fiir 
den Leitungsvorgang verantwortlich ist, ergibt sich daraus, daB die 
jeitfahigkeit des Nerven auf 0 abgefallen ist in einer Zeit, wo die Milch- 
siurebildung ihr Maximum er'reicht hat, d.h. nach etwa 3 Stunden, 
ferner, daB der Zusatz von Glucose die Milchsiurebildung fiir 2 Tage 
mterhalt in einer Geschwindigkeit, die das 1!,fache der normalen 
betragt, aber die Erregbarkeit trotzdem in Glucoselésung ungefahr so 
schnell abfallt wie ohne Zucker, gemessen an der Starke des Aktions- 
stromes. Man mu8 daher annehmen, daB der Ruhe- und Reizstoff- 
wechsel des Nerven verschieden sind und der erstere vielleicht zum 
Teil auf andere Gewebselemente zu beziehen ist. 


Zweifellos muB die relativ groBe Ammoniakbildung bei der Reizung 
in Betracht gezogen werden. Tatsichlich kénnte eine Ammoniak- 
bildung von 0,3 bis 0.4 mg-°% pro Stunde einem Umsatz von 2 mg-%, 
Protein entsprechen. Die Oxydation dieser Menge ergiibe 0,08 cal 
pro Gramm und Stunde, etwa ebensoviel, wie bei kontinuierlicher 
Reizung vom Nerven gebildet wird. Der respiratorische Quotient 
wihrend der Erregung stiinde hiermit nicht in Widerspruch, da er bei 
der Oxydation von EiweiB ohne Harnstoffbildung = 0,95 sein wiirde. 
Andererseits beweist aber die Ammoniakbildung noch keine Oxydation 
von Eiwei®B, da ja auch anaerob Ammoniak gebildet wird. Ob also 
Kohlehydrat oder EiweiB bei dem Erregungsstoffwechsel oxydiert 
wird, kann bisher nicht entschieden werden. 


Zusammenfassung. 

In der vorliegenden Arbeit wird der Stoffwechsel des peripheren 
Nerven bei Ruhe und Reizung mit chemischen Methoden studiert im 
AnschluB an die vorangegangenen Arbeiten tiber den Gaswechsel und 
Warmebildung. 

1. Wahrend isolierte ruhende Nerven in Sauerstoff keine Milch- 
siure bilden, geschieht dies in Stickstoff. Die stiindliche Milchséure- 
bildung nimmt zunachst bis zur zweiten Stunde zu und von der vierten 
Stunde an stark ab. Die Geschwindigkeit der Maximalperiode betragt 
etwa 7,4mg-% pro Stunde, die Gesamtausbeute in 20 Stunden 50 
bis 100 mg-%. (20°C). Der Abfall ist durch Kohlehydratmangel be- 
dingt. Bei Suspension des Nerven in traubenzuckerhaltiger Ringer- 
léisung bleibt die Geschwindigkeit in Héhe von 12,5 mg-% pro Stunde 
fiir mehr als 30 Stunden konstant. Das bedeutet eine 60 °,ige Steige- 
rung tiber die Maximalgeschwindigkeit ohne Zucker. Anhiufung von 
Milchsiure selbst hemmt die Glykolyse nicht. Andererseits ver- 
schwindet einmal gebildete Milchsiure in Sauerstoff nicht mehr, sie 
wird nicht resynthetisiert und kaum oxydiert. 


Biochemische Zeitschrift Band 191. 10 
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2. Durch Reizung in Stickstoff wird die Milchsaurebildung 
weder gar nicht oder nur ganz unbetrachtlich erhéht im scharfen Gevey. 
satz zu der starken Steigerung der Atmung bei der Reizung in Sauerst off 

3. Die Gesamtausbeute an Milchsiure in zuckerfreier Lésung 
entspricht ungefahr dem Kohlehydratgehalt des Nerven. Neben der 
Kohlehydratspaltung gibt es eine schon von anderen Autoren be. 
schriebene Ammoniakbildung, die im ruhenden Nerven in Sauerstoff 
sehr gering ist, in Stickstoff wenig gréBer, die aber bei der Reizung des 
Nerven in Sauerstoff stark steigt. 

4. Betrachtet man die Vorgiinge im Zusammenhang, so ergi}) 
sich, daB im Nerven wie im Muskel der Verbrauch von Atmungssauerstoff 
in der Ruhe die 3 bis 5fache Menge derjenigen Milchsiure, die oxydiert 
werden kénnte, am Entstehen hindert. Der respiratorische Quotient 
der Ruheatmung betrigt dabei nur 0,8 und wird durch Zuckerzusatz 
nicht beeinfluBt; diese beruht also nicht auf Kohlehydratoxydation 
Andererseits ergab sich bei der Reizung eine Steigerung des respi- 
ratorischen Quotienten auf 1. Es bleibt jedoch offen, ob dies auf Kohle- 
hydratoxydation oder im Zusammenhang mit der Ammoniakhildung 
auf die von EiweiB zu beziehen ist. Jedenfalls ist der Erregungsvorgang 
mit einer Oxydation verkniipft, denn die Erregbarkeit in Stickstoff 
und ebenso die Warmebildung des Erregungsvorganges sinken zu einer 
Zeit, wo der anaerobe Stoffwechsel einsetzt, und auch bei Erhéhung 
des letzteren in Zuckerlésung findet dies Absinken in gleicher Weise 
statt. 
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Uber Atmung und Garung in griinen Pflanzen’. 


II. Mitteilung?: 
Der Stoffwechsel der Phanerogamen. 


Von 


Louis Genevois (Bordeaux). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 14. Oktober 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In der vorliegenden Arbeit werden die Versuche, die ich tiber die 
Atmung und Garung von griinen Algen angestellt hatte, auf héhere 
Pflanzen ausgedehnt. Es war gezeigt worden, 1. da Algenzellen in 
Zuckerlésung in Abwesenheit von Sauerstoff eine fiir viele Stunden 
konstante Girung zeigen, die aber, auf gleiche Gasvolumia bezogen, 
erheblich kleiner als die Atmung ist und daher in Luft vollstandig ver- 
schwindet ; 2. daB die Garung bei Zusatz von Blausiure auch in Gegen- 
wart von Luft in normaler Héhe fortbesteht, obgleich die Atmung bei 
den meisten Algen durch HCN nicht vollstandig gehemmt wird, sondern, 
wie schon von Emerson® gezeigt wurde, lediglich die durch Zucker 
bewirkte Atmungssteigerung dabei verschwindet. Um einen besseren 
Einblick in die quantitativen Beziehungen von Atmung und Garung 
zu gewinnen und auch den Mechanismus der Blausiurewirkung weiter 
aufzuklaren, habe ich auf Vorschlag von Herrn Meyerhof die gegen- 
wairtigen Versuche vorwiegend an ein und derselben Pflanzenart vor- 
genommen und die einzelnen Gewebe derselben in verschiedenen Zu- 
stinden von Wachstum und Ernahrung auf die GréBe der Atmung und 
Girung, wie auf ihre Blausiureempfindlichkeit untersucht. 

An tierischen Zellen, insbesondere dem Warmbliitergewebe, ist 
bekanntlich von O. Warburg* gezeigt, daB die Gewebe wahrend des 





' Auch diese Arbeit ist mit Unterstiitzung des ,, International Education 
Board“ der Rockefeller-Stiftung ausgefiihrt, dem ich dafiir meinen besten 
Dank sage. 

2 Vgl. hierzu I. Mitteilung, diese Zeitschr. 186, 461, 1927. 

3. Journ. General Physiol. 10, 469 1927. 

* Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, J. Springer, 1926. 

10* 
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Wachstums erheblich starker glykolysieren als im Ruhezustand. pe; 
normalem Wachstum tritt diese gesteigerte Glykolyse in Sauerstoff 
nicht in Erscheinung, da sie durch eine entsprechend groBe Atmung 
riickgiingig gemacht wird. Beim Ubergang vom Wachstum zur uly 
ist das Absinken des Spaltungsumsatzes viel gréBer als das Absinkey 
der AtmungsgréBe. Ich habe mir die Frage vorgelegt, ob sich ein 
ahnliche GesetzmaBigkeit auch bei pflanzlichen Geweben findet. Ay; 
Grund der folgenden Versuche glaube ich, diese Frage bejahen 2 
kénnen. Allerdings war auch bei den am stiarksten wachsenden Pflanzey. 
geweben die Girung, auf gleiche Gasvolumina O, und CO, bezogen 
héchstens ebenso groB, meist kleiner als die Atmung. 

Die Beziehung der StoffwechselgréBen auf Trockengewicht hat 
natiirlich bei Pflanzen nur dann einen Sinn, wenn die Gewebe holzfre 
sind. Auch bei holzfreien Geweben ist aber der Anteil der Zellwinc 
wechselnd und bei alteren Pflanzenteilen mit dickeren Zellwanden ein 
Herabgehen des Stoffwechsels pro Gewichtseinheit zu erwarten. AuBer. 
dem kénnen wir aber unterscheiden, ob ein Gewebe von etwa gleichem 
Alter sich in der Wachstumsperiode befindet oder im Ruhezustand 

Da auch die Atmung und Garung der Samen untersucht werden 
sollte, war eine Pflanze zu wihlen, deren Samen méglichst fettfrei 
ist und wesentlich Kohlehydrate enthilt. Andererseits sollten die 
Pflanzen Bliiten besitzen, deren Samenanlage leicht zu trennen war 
Von den in Betracht kommenden Pflanzenfamilien, den Renonculaceae 
und Papilionaceae habe ich eine Art der letzteren gewahlt, weil sic 
rascher wichst, und zwar die Wicke Lathyrus odorata maxima alba 
Es wurde eine farblose Varietait benutzt, weil die Anthocyane méglicher- 
weise die Versuche gestért hatten. Daneben wurden einige andere 
Pflanzen auf Atmungs- und GarungsgréBe ihrer Gewebe verglichen 

Die Samen wurden 20 Stunden in Wasser quellen gelassen und 
danach zur Keimung liangere Zeit auf feuchtem Filtrierpapier gehalten 
Die Keimlinge von verschiedenem Alter wurden fiir die Messung von 
den Samen abgetrennt. Die Dicke der Keimlinge im Stoffwechsel- 
versuch betrug etwa 1, bis:1mm. Benutzt man die Formel von 
O. Warburg fiir die Grenzschnittdicke der Gewebe und ihre Modifikation 
fiir zylindrische Organe? 


: “oA 
und setzt man den Kroghschen Diffusionskoeffizienten D fiir Pflanzen- 
gewebe gleich Wasser (3,4 . 10—5), die AtmungsgréBe A (Kubikzentimeter 
O, pro Kubikzentimeter Gewebe und Minute) gleich dem héchst beob- 
achteten Wert (4 107%), co, die Sauerstoffkonzentration in Atmo- 


. = 3} D 


1 O. Meyerhof und W. Schulz, Pfliigers Arch. 217, 558, 1927. 
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sphiren fiir Luft gleich 0,2, so ergibt sich der Radius ro fiir die Grenz- 
dicke — 0,41 mm, also 0.8mm Durchmesser. Dieser Querschnitt 
wurde bei den starker atmenden Keimlingen nicht iiberschritten. Dem- 
gemi8 wurde zwischen intekten und zerschnittenen Keimlingen kein 
Unterschied in der AtmungsgréBe gefunden. Dickere und Altere 
Pflanzenorgane, Stengel, Fruchtknoten usw. wurden in Schnitten 
verwandt. Fir die Untersuchung der ilteren Gewebe wurde ein Teil 
der Samen in Tépfe gesit und im Gewichshaus des Instituts unter- 
yebracht. Herrn Geheimrat Correns sage ich fiir die Erlaubnis, sein 
Gewichshaus zu benutzen, meinen besten Dank. 

Die Methodik der Atmungs- und Giarungsmessung war die mano- 
metrische nach O. Warburg, wie in der vorigen Arbeit. Die Versuchs- 
temperatur betrug 20°. Die Atmung wurde in Luft bestimmt, da reiner 
Sauerstoff vielleicht schadlich gewirkt hatte. Die GefaBe wurden zum 
AusschluB der Assimilation mit Stenniol umwickelt. Beider Bestimmung 
der GarungsgréBe wurde nur die gesamte Extrakohlensaure bestimmt, 
mithin zwischen der bei der Girung gebildeten und der durch fixe 
Siuren ausgetriebenen Kohlensiure nicht unterschieden. Die Alkohol- 
bildung in allen Fallen beweist jedoch, da die gemessene Kohlensiure 
zur Hauptsache echte Girungskohlensiure war. Das Trockengewicht 
wurde nach Beendigung des Versuchs nach Trocknung bei 100° bis 
zur Gewichtskonstanz bestimmt. Die Bezeichnungen entsprechen 
den von O. Warburg eingefiihrten: Qo,: Kubikmillimeter Sauerstoff- 
verbrauch in Luft pro Milligramm Trockengewicht und Stunde; 
Qfo,: Kubikmillimeter Extrakohlensiure in Luft pro Milligramm 
Trockengewicht und Stunde; Q%3, dasselbe in Stickstoff (mit 5%, 
Kohlensaure). , 

Kapitel I: 
Zusammenhang von StoffwechselgréBe und Alter der Gewebe. 

Ein gewisser Zusammenhang zwischen AtmungsgréBe und Wachstum 
war schon in den Versuchen von Saussure! festgestellt. Andererseits 
geht bekanntlich die Entdeckung der alkoholischen Garung der anaerob 
gehaltenen Pflanzenteile auf Pasteur zuriick (sogenannte _,,intra- 
molekulare Atmung‘‘); doch ist die GréBe dieser im Zusammenhang 
mit der Entwicklung der Pflanzen nicht verfolgt worden?. 


1 Zitiert nach Kostytschew, Pflanzenatmung, 8. 7. 

2 Die GréBe der Atmung und der anaeroben Garung bei der Quellung 
und Keimung des Samens von Pisum sativum ist von D. S. Fernandes 
untersucht (Rec. trav. bot. Neerland 20, 216, 1923; hier auch weitere 
Literatur). In dieser Arbeit wird ebenfalls ein relatives Absinken der an- 
aeroben Garung gegeniiber der Atmung in den ersten Tagen der Entwicklung 
festgestellt. Doch sind die Werte nur fiir den ganzen Samen mit Keimlingen 
bestimmt, so daB8 keine Berechnung der absoluten StoffwechselgréBen 
moéglich ist. 











150 L. Genevois: 


Wir betrachten der Reihe nach: 
a) Die StoffwechselgréBe des gequollenen Samens, 


_ rs junger und Alterer Keimlinge, 

Oo} ss rs der verschiedenen Organe junger griiner 
Pflanzen, 

ee a der verschiedenen Bliitenteile. 


a) Gequollene Samen. 

Die alkoholische Garung der gequollenen Samen ist bekann 
Vergleicht man unter anaeroben Bedingungen die GarungsgréBe jn 
takter und zerschnittener Samen, so findet man fast keinen Unterschied 
Anders aber die Atmung. Im intakten Samen ist sie sehr klein und 
ihr Q-Wert um ein Mehrfaches kleiner als der der Garung. Beim zer 
schnittenen Samen steigt sie auf das Dreifache; also reicht wahrscheinlich 
im intakten Samen die Sauerstoffversorgung zur Erreichung der maxi. 
malen Atmung nicht aus. Infolgedessen bleibt im intakten Samen auch 
in Luft eine bestimmte GarungsgréBe iibrig, im zerschnittenen Same 
aber nicht. Aus diesem Riickstand der Garung in Luft kann man 
ungefahr den Oxydationsquotienten berechnen, unter dem ich mit 
O. Meyerhof verstehe: 

verschwundener Garungsumsatz in Mol. Zucker 
, Atmungsumsatz in Mol. Zucker 
Er ergibt sich zu 4,8, von derselben GréBenordnung wie bei Hefe. 

Eine Ubersicht iiber die Versuche gibt Tabelle I. Auch in dieser 
sind zum besseren Vergleich die StoffwechselgréBen auf das Trocken 
gewicht bezogen, obgleich diesem hier keine besondere Bedeutung 
zukommt, da ja die gequollenen Samen gréBtenteils aus Reserve. 
material bestehen. 

Tabelle I. 
Atmung und Géarung gequollener Samen. 


I. Versuch 8. Juli: alte Samen, 24 Stunden lang gequollen in Leitungs- 
wasser. 

II. Versuch 26. September: junge, schon trockene Samen, frisch auf den 
Pflanzen gepfliickt, 4 Stunden lang gequollen. 





Intakte Samen Zerschnittene Samen 





4 aS I ae 
ie ee ee 0,064 0,096 0,185 0,244 
eb, - De ee 0,150 0,192 0,162 0,232 
9 ( 
Qco,-- see 0,048 0,042 0,0 0,00 
Wd, — Q€ 
Sy =. 1,59 1,56 
Oz 


Oxydationsquotient . . 4,77 4,68 








Tuner 


kannt 
Be in 
Chied 
nh und 
1 Zer 
inlic 
max. 
auch 
ame? 
mar 
mit 


leer 
ken 

bung 
rve- 


igs. 


den 





Atmung und Garung in griinen Pflanzen. LI. 151 


b) Keimlinge verschiedenen Alters. 

Die ganz jungen abgeschnittenen Keimlinge, die véllig aus wach- 
senden jugendlichen Zellen bestehen, zeigen eine groBe Atmung und 
eine relativ groBe anaerobe Girung. An den folgenden Tagen sinken 
beide GréBen, wobei aber der Abfall der GarungsgréBe stirker als der 
der Atmung ist. In Tabelle II ist eine Uhersicht tiber die Q-Werte 
von 4 bis 26 Tagen gegeben und auf Abb. 1 der Verlauf beider GréBen 
fiir nicht etiolierte Keimlinge dargestellt. Es ergab sich friiher bei den 
Algen ein Qo,-Wert von etwa 1 bis 2, der in Zuckerlésung auf etwa 5 
stieg, ebenso ein Qo.-Wert in Zucker zwischen 1,5 und 3,5. Die Stoff- 
wechselgréBe der jungen Keimlinge stimmt also etwa mit der von griinen 
Algen in Zuckerlésung iiberein, ein Umstand, auf den in Kapitel I 
noch eingegangen wird. 

Werden die Keimlinge statt frei im Gewichshaus im Dunkeln 
gezichtet und vollkommen etioliert, so sind Atmung und Garung im 
gleichen Alter geringer (s. Nr. 8 Tabelle 11). 


Tabelle II. 
Atmung und Garung von Lathyrus-Keimlingen verschiedenen Alters. 








. Alter Lange N, 
Nr. Datum Tage Bi Q, Ys QQ "by 
1 28. VI. 4 10—15 4,3 3,0 
2 25. VI. 6 10—20 4.2 2.6 
3 21. VI. S 20—40 4.1 1,8 
4 15. VI. 10 50—69 33 1,7 
5 24. VI. 11 40—69 2.9 14 
6 17. VL. 15 100—150 2.6 OS 
7 30. VI. 26 200—300 1,7 0,7 
s* 28. VI. 21 100—120 1.0 05 
* Etioliert. 
ér —— 
a 
¥ 
3 
2 
1 











CG?tUt TU 2WE BWR 
Abb. 1. age 
Verlauf der Atmung (@——@) und der Girung (< <) von Lathyrus-Keimlingen 
verschiedenen Alters. 
Ordinate: Q»Werte (Q8d, xs Qo, e)- 
Abszisse: Tage. 
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c) Griine Pflanzen. 

Gleichzeitig mit der morphologischen Differenzierung der (je. 
webe tritt auch ein Unterschied der StoffwechselgriéBen der verschiedeney 
Pflanzenorgane auf. Die AtmungsgréBe der Sprosse ist nahezu so hoc} 
wie die der jiingsten Keimlinge (Qo, = 3,5), wahrend die von Wurvely 
Stengeln, Blattern nur halb so groB ist. Die Garung ist dagegen jy 
allen Pflanzen etwa gleich und wenig héher als bei alteren Keimlingey 
Diese Versuche wurden sowohl mit jungen Lathyrus-Pflanzen von 30 
bis 31 Tagen angestellt, als auch mit 3 bis 4 Monate alten. Die Wert 
fiir beide Altersstufen sind in Tabelle II] zusammengestellt. 


Tabelle Ill. 


Atmung und Garung verschiedener Pflanzenorgane von Lathyrus odorata 





Nr. Datum a Organ Qo, Qe, 
1 30. VI. 30 Sprosse 35 1.0 
2 Blatter 1,7 0,7 
3 Wurzel 1,6 1,0 
4 1. VI. 31 Blatt 1,4 0.8 
5 Stengel (zerschnitten) 1,6 O08 
6 20. IX. 122 Sprosse 3.6 1.0 
7 Blatt 1,8 0.6 
8 21. IX. 123 Junges Blatt 2,2 0,9 
9 Altes Blatt 2.3 0.7 

10 Stengel (zerschnitten) 2,0 1.1 


Vergleichsweise sind in Tabelle IV dieselben Organe bei einigen 


anderen Pflanzen untersucht. 


Tabelle IV. 


Atmung und Gérung der Organe verschiedener Pflanzen. 





Datum Art Organ Qo, Qn: , 
18. V Caltha palustris Blatt 1,0 1,0 
Stengel (zerschnitten) 1,2 0.8 
16. V. Valeriana officinalis Blait 1,8 1,1 
Stengel 1,5 14 
oY. Elodea Canadensis Blatt und Stengel 0,9 0.3 
20. V. || Saxifraga Tridactylites Stengel 1,0 0,3 
11. VI. Ipomaea grandiflora Blatt 2,2 0.8 
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Sollte eine starke Garung das Charakteristikum des embryonalen 
undifferenzierten Gewebes sein, so war zu erwarten, daB sie sich bei 
den jungen Samenanlagen wiederfindet. In der Tat war dies der Fall, 
wie sich im nachsten Abschnitt ergibt. 


ad) Verschiedene Bliitenteile. 

Die StoffwechselgréBe verschiedener Teile der Bliiten wurde auBer 
bei der Wicke auch noch bei der Akelei und der Sumpfdotterblume 
gemessen. In allen drei Fallen, besonders deutlich bei Lathyrus und 
Caltha palustris, ergab sich, daB die verschiedenen Organe der Bliiten 
einen starkeren Stoffwechsel besitzen als die sonstigen griinen Pflanzen- 
teile. Hierbei steigen Atmung und Giarung in der Reihenfolge: Blumen- 
blatter, Staubblatter, Samenanlagen an. Bei den letzteren ist Atmung 
und anaerobe Garung etwa ebenso groB wie bei den jiingsten Keimlingen. 
Der Stoffwechsel der Samenanlage in der Mutterpflanze ist daher schon 
yanz ahnlich demjenigen, der nach der Keimung auftritt. Eine Ubersicht 
iiber die Versuche mit Lathyrus gibt die Tabelle V. 


Tabelle V. 


Stoffwechsel der Bliitenteile von Lathyrus odorata. 





Nr Datum Organ Qo, QCd, 
1 19. IX. Halberwachsenes Blumenblatt 3.3 1,3 
2 Erwachsenes % 26 O8 
} 22. IX. Filamente 1,6 0,6 
a 22. IX. Fruchtknoten, ganze 3,0 0.9 
5 24. IX. ‘ ‘ 24 0,7 
6 23. IX. Junge Samenanlagen 3,3 2,0 
7 24. IX. Ganz junge Samenanlagen 42 3.7 


Die Versuche mit Aquileja und Caltha palustris sind in der Ta- 


belle VI aufgefihrt. 





Tabelle V1. 

Stoffwechsel der Bliitenteile vén Caltha palustris und Aquileja vulgaris. 
Nr. Datum Art Organ Qo, Qed, 

1 ie Caltha palustris Blamenblatt 2,1 1,5 

2 Staubblatt 3,3 1,6 

3 17. V. Samenanlage 3.6 34 

4 26. V. Aquileja vulgaris Kelchblatt 1,5 0,6 

5 Blumenblatt 2.0 0,6 

6 Staubblatt 1,9 0,9 

7 14. VI. Samenanlage 19 14 
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Kapitel II: 
Verhalten von Atmung und Girung gegen Blausiure. 
a) Empfindlichkeit gegen Blausdure. 

Wenn man die Atmung von Keimlingen in verschiedenem A\jter 
auf ihre Empfindlichkeit gegen n/1000 Blausaiure untersucht, so finde: 
man diese um so gréBer, je jiinger die Keimlinge sind und je griifer 
daher ihre Atmung ist. Und zwar fiihrt die Hemmung der Atmung 
durch n/1000 Blausiure immer auf etwa denselben Wert, niamlich 
auf etwa Qo, 1; die niedrige Atmung ganz alter und etiolierter Keim. 
linge wird daher durch n/1000 KCN gar nicht mehr gehemmt. Um 
gekehrt aber laBt sich, besonders bei etiolierten oder verhungerte) 
(d. h. vom Samen abgeschnittenen und dann mehrere Tage im Dunkel 
gehaltenen) Keimlingen die Atmung durch Zucker bis aufs Dreifach 
steigern. Diese durch Zuckerlésung gesteigerte Atmung wird nun durch 
Blausiure ahnlich gehemmt, wie die ungesteigerte Atmung der junge: 
Keimlinge, d.h. bis zum Wert der Atmung in zuckerfreier Léisung 
Wahrend die verschiedene Empfindlichkeit der Zuckeratmung und 
autotrophen Atmung mit dem Verhalten der Chlorella iibereinstimmt! 
wie ich es auch bei der Mehrzahl der anderen untersuchten Algenarten 
fand, ergibt sich andererseits, daB wenigstens teilweise die héher 
Atmung der jungen Keimlinge auf ihrem Zuckergehalt beruhen mui 
Allerdings ist auch die Atmung der nicht etiolierten alteren Keimling: 
verringert und wird durch Zucker nur wenig oder gar nicht gesteigert 
Die anaerobe Garung wird, ebenso wie sonst, durch n/1000 Blausiur 


Tabelle VII. 


Blauséureempfindlichkeit verschiedener Pflanzenteile, insbesondere von 
Keimlingen verschiedenen Alters (alles in n/1000 KCN). 





Qo, Hem 
Nr. Datum Organ : Alter Vo, in’ | mung 
Tage - KCN 
1 | 28. VI Keimlinge, 10 —15 mm 4 43 1,05 7 
2 || 25. VI - 10—20 , 6 42 | 1,2 61 
3 21. VI. ~ 20—40 8 41 1,7 58 
4 | 24. VI. pa 40—50 , 10 LO 610 65 
5 4.VIL. Etiolierte Keimlinge, 100—150mm 34 1,30 1,0 23 
6 10. VI. Etiolierte verbungerte Keimlinge, 0,80 | 0,80 0 
etwa 100 mm 
7 | 30. VL. | Blatt 30 | 1,70 0,6 65 
8 1. VIL. Stengel (zerschnitten) 31 1,6 1,0 38 
9 || 30. VI. Warzel 30 1.5 0,8 47 
10 20. IX. Grobe junge Blatter 112 | 1,8 0,8 Dt 
11 | 21. FX. Altere kleine Blatter 113 | 23 0,8 65 
12 || 21. IX. Stengel (zerschnitten) 113 | 2,0 0,7 65 


1 Emerson, Journ. General Physiol. 10, 469, 1927. 
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nicht gehemmt; durch Zucker wird sie auch in den Fillen, wo die 
Atmung hierdurch gesteigert wird, nur wenig oder gar nicht erhdht. 
in der Tabelle VII ist die Abhingigkeit der Hemmungsstirke gegen- 
iiber Blauséure von dem Alter der Keimlinge dargestellt, ebenso fiir 
junge griine Pflanzen und Blatter. Man sieht, daB die Qo,-Werte unter 
KC N-Wirkung fast alle gleich sind. Das reziproke Verhalten gegen- 
iiber Blausiure und Zucker ergibt sich aus Tabelle VIII, wo die 
Blausiurehemmung in zuckerfreier und zuckerhaltiger Ringerlésung 
angegeben ist. 





Tabelle VIII. 
Zucker- und Blauséiureempfindlichkeit von Atmung und Garung. 
N. 
o, Qcd, 
. » | 23 zi» 
Alter und Ernahrung = > 50 = 
Nr Datum der Keimlinge . 2 6= PY x = xé 2 x 
eS $82 84 88 £3 2x 
% = 3 NS N¢é & No 
= ze iow 4 e ad 
z = e| § 
= | 
1 | 21. VI. Frische Keimlinge, 
8 Tage alt 4.1 1,7 31 1,7 | 1,735) 1,2 
2 | 24. VL Frische Keimlinge, 


10 Tage alt, gut ernahrt 3,0 1,1 3,2 12 14 1,4 
3 16. VI. Verhungerte Keimlinge, 


14 Tage alt 08 Of 22 08 O8 | 1,2 
4 | 28. VL Etiolierte Keimlinge, 
26 Tage alt 1.0 O8 1,3 10 05 | 05 


b) Aufhebung der Verkoppelung von Atmung und Gdrung (Pasteursche 
Reaktion) durch KCN. 

In der vorhergehenden Arbeit wurde beschrieben, daB bei Algen 
unter Blausiurewirkung die Garung in Zuckerlésung auch in Gegenwart 
von Luft wieder erscheint, obwohl ja noch ein Atmungsrest fortbesteht, 
der an sich groB genug wire, die Girung zu unterdriicken, und der der 
AtmungsgréBe in zuckerfreier Lésung entspricht. Man konnte dies 
entweder so deuten, daB die autotrophe Atmung auch in Zuckerlésung 
persistiert und als ein von der Zuckeratmung unabhangiger ProzeB die 
Garung nicht beeinfluBt, oder aber, daB die Blausiure die Verkoppelung 
zwischen Atmung und Giarung aufhebt und daher die fortbestehende 
Atmung die Garung nicht mehr beeinfluBt. In diesem Falle wiirde die 
Blausiure sich bei den Algen so verhalten, wie es nach Warburg der 
Blausiureathylester — nicht aber die Blausiure — gegeniiber Tumor- 
zellen tut?. Dieser hemmt nimlich in Konzentrationen von 10~* n 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 172, 432, 1926. 
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nicht die Atmung, wohl aber die Wirkung der Atmung auf die Milchsa yy; 
giirung, so daB diese in Sauerstoff ebenso groB wird wie in Stickstoff 
Die Versuche an Lathyrus-Keimlingen beweisen, daB tatsichlich diey 
letztere Deutung zutrifft. Denn man kann sowohl bei alten wie }y 
jungen Keimlingen eine KC N-Konzentration finden, wo die Atmung 
noch nicht herabgesetzt wird, aber trotzdem ein Teil der Garung wieder 
erscheint. Geht man zu etwas héheren Blausaiurekonzentrationey 
iiber, so erscheint nunmehr die Girung in Luft in derselben Hohe wi 
in Stickstoff bei nur teilweiser Hemmung der Atmung. Die Verkoppelung 
von Atmung und Garung, die ,,Pasteursche Reaktion’‘, wird daher 
zweifellos durch Blausiure gehemmt, und zwer stirker als die Atmung 
selbst, andererseits aber auch nicht so vollstandig, wie es bei den Tumor 
zellen durch den Blausiureiathylester geschieht. Dieser Zusemmen 
hang ist von theoretischem Interesse, weil er zeigt, daB zwischen Blau 
siure und Blausdureithylester in ihrer Wirkung kein prinzipieller 
Unterschied besteht. Im allgemeinen tritt die Hemmung der Pasteur 
schen Reaktion durch Blausaiure nicht in Erscheinung, weil di: 
Atmungshemmung noch gréBer ist. Dann mu ja die Garung sowieso 
auftreten. Da jedoch die Atmung der griinen Pflanzen besonders 
unempfindlich gegen Blausiure ist, iiberwiegt hier die Wirkung auf 
die Pasteursche Reaktion. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Warburg. 
schen Theorie, daB sowohl die Atmung wie die Pasteursche Reaktion 
Schwermetallkatalysen sind, die sich aber Komplexbildnern gegeniiber 


Tabelle 1X. 


,Pasteursche Reaktion’’ mit und ohne Blausaure. 





Nr. Lange der Keimlinge seqtntinn Qo, Qo, Wo, 
1 Junge Keimlinge, A 3,1 0 
5 bis 10mm 2.1075 2.6 0 
14.1074 3.5 0.85 
1.10-4 1,8 1,3 
2 20 bis 40 min 0 45 0 
2.1075 4.75 0 
' 1. 10-4 49 12 
1.10-5 2.6 2,2 
3 30 bis 40 mm 0 1,65 0,0 2,21 
1.1073 17 2.0 2.33 
4 10 Tage alt, 50mm 0 3,3 0 1,78 
1.10-3 2.18 151 171 
5 100 bis 150 mm, 0 13 0 
etioliert 2.10-5 1,3 0 
14.10-4 1,28 0.27 0.68 
1.1078 1,06 0,42 
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nicht genau gleich verhalten, wie es ja auch die Atmung selbst in den 
verschiedenen Zellgattungen nicht tut. Die Versuche sind in der Ta- 
belle LX dargestellt. 

Zusammenfassung. 

Die Arbeit stellt einen Versuch dar, bei den griinen Pflanzen 
einen Zusammenhang zwischen den StoffwechselgréBen und dem 
Wachstums- und Entwicklungszustand aufzuzeigen, wobei neben der 
Sauerstoffatmung auch die anaerobe Giarung beriicksichtigt wird. 
Obgleich das Material noch der Vervolistindigung bedarf, scheint es, 
daB die Girung unter ahnlichen Umstanden erhéht ist, wie es nach 
0. Warburg bei den tierischen Geweben der Fall ist, namlich beim 
embryonalen Wachstum. Beim Vergleich der absoluten GréBen der 
Atmung mit den Ergebnissen alterer Autoren ist zu beriicksichtigen, 
daB diese haufig auf die zureichende Sauerstoffversorgung der Gewebe 
mgeniigend geachtet und das Trockengewicht des lebenden Materials 
unter AusschluB der verholzten Teile) nicht bestimmt haben. 

Im ersten Teil der Arbeit wird gezeigt, daB Atmung und Garung 
in Keimlingen mit zunehmendem Alter sinken, und zwar letztere starker. 
Von den griinen Pflanzenteilen hat der SproB die héchste Atmung, 
iber keine sehr groBe Girung. Bei den Bliitenteilen ist beides in der 
Samenanlage besonders hoch und stimmt etwa mit den Stoffwechsel- 
gréBen junger Keimlinge iiberein. Nur bei intakten Samen ist die 
Sauerstoffversorgung nicht hinreichend, um in Luft die Garung zum 
Verschwinden zu bringen; doch ist dies nach Zerschneidung der Fall. 

Im zweiten Teil wird gezeigt, daB die Blausiureempfindlichkeit 
der Atmung ilterer Keimlinge geringer ist als die jiingerer, wahrend 
die durch Zucker gesteigerte Atmung stets hemmbar bleibt. Es tritt 
aber bei einer gewissen Blausdurekonzentration, die die Atmung nicht 
oder nur wenig hemmt, bereits die anaerobe Garung auf, d.h. es ver- 
schwindet die Wirkung der Atmung auf die Garung. 

Am SchluB8 dieser Arbeit méchte ich Herrn Professor Meyerhof meinen 
besten Dank ausdriicken fiir die Freundlichkeit, mit der er mich in seinem 
Laboratorium aufgenommen hat, und die groBe Bereitwilligkeit, mit der, 
er mich mit seinen Ratschlagen wahread der Ausfiihrung ter Arbeit unter- 


stiitzt hat. 











Zur Kenntnis des Serumglobulins. 


Von 
L. Reiner. 


(Aus dem Hygienischen Institut der k. ung. Elisabeth-Universitat in Pécs 
(Eingegangen am 15. Oktoler 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aus Blutserum kann man bekanntlich durch 33° ,ige Sattigung 
mit Ammonsulfat einen EiweiBkérper fallen, der sich sowohl physikalisch 
wie auch chemisch ahnlich verhalt wie der aus dem Serum bei der 
Dialyse sich ausscheidende Kérper. Im allgemeinen halt man diese 
beiden K6rper fiir identisch ; sie sind hauptsichlich durch die erwahnten 
physikalischen Eigenschaften gekennzeichnet und werden ,,Euglobuline® 
genannt. Man unterscheidet diesen Stoff von einem ihm einigermafen 
aihniichen Serumbestandteil, der nach der 33°%igen Siattigung mit 
Ammonsulfat oder nach der Dialyse noch in Lésung bleibt und erst bei 
50 %iger Sattigung ausscheidet. Diesen nennt man ,,Pseudoglobulin”. 


Der Globulingehalt des Serums ist sehr schwankend und von de: 
angewandten Fallungsmethode abhangig. Es sind Einwirkungen bekannt 
(Erwairmung auf 40° oder 55 bis 60°) die den Euglobulingehalt vermindern 
bzw. steigern. Nach Moll (17) verwandelt sich dabei das Pseudoglobulin 
in Euglobulin und umgekehrt. Tatsfichlich ist es nicht schwer, aus der 
sogenannten Pseudoglobulinfraktion des Serums einen dem Euglobulin 
ahnlichen Niederschlag herzustellen. Es sind zahlreiche Methoden fiir die 
Darstellung des sogenannten ,,kiinstlichen Globulins‘‘ bekannt, deren 
Wesen anscheinend darin liegt,‘ da8 man das EiweiB dehydratisiert und 
dadurech seine Léslichkeit in’ 33° igem Ammonsulfat vermindert. Eine 
solche Wirkung zeigen auch lipoidartige Stoffe (damit sind in Ather und 
Alkohol lésliche Stoffe gemeint), wenn sie durch das EiweiB gebunden 
werden. Jarisch (13) und spaiter Matsumura (16) gelang es zu zeigen, dal 
Albumine durch Addition von Fettséuren beziiglich ihrer Léslichkeit in 
destilliertem Wasser und 33°,igem Ammonsulfat den Globulinen ahnlich 
werden. Vorbedingungen zur Entstehung derartiger Additionsprodukte 
sind auch im Serum bzw. Blut vorhanden. Man kénnte demnach annehmen. 
daB das Serumglobulin ein Eiwei8 ist, das seine charakteristischen Eigen- 
schaften der Addition lipoidartiger Stoffe verdankt. Die Schwankungen, 
denen man bei der Bestimmung der physikalischen Eigenschaften ces 
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‘Jobulins begegnet und die die Darstellung [Haslam (10, 11)] und Be- 
s:mmung des Globulins so sehr erschweren, waren in dem Falle dadurch 
, erkléren, daB die Menge und Zusammensetzung der addierten Lipoide 
eranderlich sind. 

H. Chick (3) lenkte zuerst die Aufmerksamkeit darauf, daB das Globulin, 
~onn man es durch wiederholtes Fallen und Wiederauflésen zu reinigen 
ersucht, seine physikalisch-chemischen Eigenschaften andert (denaturiert 
sird) und daB gleichzeitig der Phosphorgehalt zunimmt. Das Zunehmen 
ies Phosphorgehalts brachte Chick mit dem Lipoidgehalt des Niederschlages 
» Zusammenhang. Dies schien berechtigt zu sein, weil aus den Unter- 
whungen von Hardy (7), Mansfeld (15), Forssmann (5) bekannt ist, daB 
jas Lipoid schwer von den SerumeiweiBkérpern zu trennen ist, und wenn 
yan aus dem nativen Serum das Globulin fallt, so geht ein groBer Teil 
es Lipoids in den Niederschlag iiber. 

Von den neueren Untersuchungen scheinen hauptséchlich diejenigen 
n Sérensen (23) und Hartley (9) die Auffassungsweise zu stiitzen, daB 
jas Globulin ein Additionsprodukt von wasserléslichem Eiweif und Lipoid 

In den Versuchen von Sérensen sehen wir die Erfahrungen von Chick 
estatigt. Er fand auch, daB nach wiederholter Fallung des Globu!ins 
ler Phosphorgehalt im Niederschlag waichst und die Léslichkeit abnimmt. 
fartley extrahiert Sera nach einer Methode von Hardy und Gardiner (8) 
nd findet, daB sich das dabei entstehende, hauptséchlich aus den Serum- 
weiBkérpern bestehende Pulver in destilliertem Wasser restlos auflést. 
Das kénnte bedeuten, daB nach entsprechender Extraktion alles Serum- 
iweiS in destilliertem Wasser léslich wiirde, und daB das in destilliertem 
Vasser nicht lésliche Globulin wahrend des Verfahrens verschwande. 


Von obigen Untersuchungen ausgehend, habe ich mich bemiiht, 
wis dem mit Ather und Alkohol extrahierten Serum das dem lipoid- 
rien Globulin entsprechende EiweiB herzustellen. Hierzu wurden 
‘ielfach serologisch aktive Sera verwendet (wassermannpositive), da 
s sich letzten Endes darum handelte, die Relation der Immunstoffe 
md des Globulins zu erkennen. 

Im ersten Teil der vorliegenden Mitteilung berichte ich von den 
ersuchen, die sich auf die Extraktion der Sera und auf die Herstellung 
ind Reinigung des Globulins beziehen, im zweiten Teil von denen, die 
von einigen physikalischen Eigenschaften des so gewonnenen Stoffes 
und deren Vergleich mit den physikalischen Eigenschaften des nicht 
extrahierten Globulins handeln. 


I. Die Extraktion der Sera und Darstellung und Reinigung des Globulins. 


1. Die Methode der Extraktion. 


Zur Extraktion verwendete ich absoluten Alkohol und Ather. Ersteren 
bereitete ich, indem ich 96°%igen Alkohol iiber gegliihtem Kupfersulfat 
einige Tage lang stehen lieS und dann destillierte. Den Ather lieB ich erst 
mehrere Tage tiber wasserfreiem CaCl, und dann einige Tage iiber metal- 
lischem Na stehen. Die hauptsaéchlich aus Na-Alkoholat bestehende weibe 
Schicht, die das metallische Na schnell iiberzog, schlug ich mindestens 
tiglich mit einem Glasstab ab. Als der Ather nach erneutem Hinzufiigen 
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von reinem Na iiberhaupt nicht mehr perlte und nach langerem Ste},.fh 0 
auch durch Schiitteln sich kaum noch gréBere Gasblasen bildeten, «dp. Bed 
stillierte ich ihn. Nun wurde in einem dickwandigen GefaéB eine Kai, 
mischung von 22°C hergestellt und in einer mit Holzwolle gefij!}t.. 


Kiste aufbewahrt. Die Kaltemischung diente dazu, eine in einen, dict 
wandigen, lainglichen Becherglase befindliche Extraktionsmischung aus 
70 cem absolutem Ather und 30 ccm absolutem Alkohol abzukiihlen. Ale wal 
die Mischung 20° erreicht hatte, fiigte ich tropfenweise unter starke; 
Riihren 10 cem des zu extrahierenden Serums hinzu und lieB sie dana, 
2 Stunden stehen. Ich achtete darauf, daB die Ather-Alkohol-Misehywim *™ 


wahrend des ganzen Prozesses zwischen 22° und — 18°C blieb. | Ich 
zwischen bereitete ich im anderen Teil der Kiste eine Vorrichtung voi” 
die dazu dienen sollte, die Ather-Alkohol-Mischung von den ausgefilltem “ 
Serumbestandteilen in der Kalte abzufiltrieren. Sie bestand aus eine lal 
in einem Eimer stehenden Saugflasche, an der eine mit einem doppelwandig, dal 
Blechmantel umgebene Nutsche angebracht war. In dem Blechmany Me 
kreiste die aus der Kaltemischung abgesaugte Fliissigkeit von 249° ( ext 
Der mit Holzwolle umgebene Eimer war bis zum obersten Rande des Blec! dal 
mantels mit der Kialtemischung gefiillt. Die Saugflasche verband ich mi nr 
einer Wasserpumpe und filtrierte zuerst bei kraftigem Saugen, dann wus on 
ich den Niederschlag in zahlreichen Teilen mit mindestens 200 cem ay Gl 
— 20°C abgekiihltem absoluten Ather aus. Das Waschen stellte ich ers 
ein, als der Niederschlag sich in ein vollkommen trockenes feines Pulver au 
verwandelt hatte. Dann iibertrug ich den Niederschlag in eine vorherfiR da 
entfettete Soxhlet-Hiilse, stellte diese in einen Exsikkator mit konze: ha 
trierter Schwefelséure, den ich in kurzen Zwischenraumen mehrmals eva Bi 
kuierte. Von hier kam das Serum in den Soxhlet-Apparat, wo es 16 Stun vo 
lang mit absolutem Ather extrahiert wurde. Den Ather gelang es teils i zu 
Exsikkator, teils durch langes Stehen an trockenem Ort so weit zu en hi 
} fernen, daB der Niederschlag keinen Athergeruch mehr hatte. Das so ge-f in 


wonnene feine weibe Pulver wurde in einer dem urspriinglichen Volume 

(10 cem) entsprechenden physiologischen Lésung (NaCl, Normosal) gels 

und das Serum dadurch ,,rekonstruiert. Das Pulver selbst ist hygroskopix 

und in Wasser sehr leicht léslich. Das rekonstruierte Serum habe ich 

vielen Fallen nach der beschriebenen Methode von neuem extrahiert. D = 


von mir angewandte Methode unterscheidet sich im wesentlichen nicht de 
von der Hardy und Gardinerschen. Ich wich nur so weit von ihr ab, wie dv P 
&uBeren Umstéande — Fehlen des Kiihlraumes usw. — es notwendig macliten Z 
Von der Vollstaéndigkeit der Extraktion tiberzeugte ich mich, indew 4 
ich das Pulver mit absolutem Alkohol warm extrahierte. Ich fand, da! k 
aus dem zweimal extrahierten Serum auch mit warmem absoluten Alko! 
_meBbare Mengen ven Lipoiden sich nicht mehr extrahieren lieBen. 
Auf ahnliche Weise versuchte ich auch, das Globulin zu extrahiere: . 
Aus 1:3 verdiinntem Serum stellte ich auf die in unserem Laboratoriw a 
gebrauchliche elektrodialytische Weise [vgl. L. Reiner (20)} Globulin her, k 
welches ich in physiologischem Medium in einem dem Serum entsprechende e 
Volumen léste und extrahierte. Das so gewonnene Pulver war aber, obschon . 
ein wenig gequollen, nur zu sehr geringem Teil léslich. Der lésliche Teil, . 
soweit er von Immunserum herstammte, erwies sich als sehr aktiv |vg . 
Reiner und Térék (22)}. Wenn man aber bei der Extraktion das Globul . 
in einer konzentrierten Lésung verwendet, z. B. das aus 50 ccm Serum y- 


wonnene Globulin in 10 com Normosal aujlést und dann extrahiert, dav 
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gewinnt man ein Pulver, welches in Normosal fast vollstandig léslich ist. Die 
Bedeutung dieses Verhaltens wird weiter unten diskutiert. 


2, Die Darstellung von extrahiertem Globulin. 


Da ich durch Extraktion die anorganischen Bestandteile des Serums 
wahrscheinlich nur zu einem kleinen Teil aus dem Niederschlag entfernt 
hatte, muBte ich mich durch besondere Versuche davon itiberzeugen, ob 
die EiweiBkérper tatsiichlich in destilliertem Wasser léslich geworden 
waren. Zu diesem Zweck elektrodialysierte ich die rekonstruierten Sera. 
Ich fand, daB nach einer Elektrodialyse von einigen Minuten auf der gegen 
die Anode liegenden Seite ein reichlicher wolkenartiger Niederschlag ent- 
stand, genau so wie bei den nicht extrahierten Sera. Obschon ich keine 
dahingehende Analysen gemacht habe — aus folgendem werden wir sehen, 
daB dies zwecklos gewesen ware —, konnte ich grob feststellen, daB die 
Menge des Niederschlags nicht weniger war als die, die sich aus nicht 
extrahiertem Serum fallen lie}. Der Unterschied ist hauptsiéchlich der, 
da8 letzterer Niederschlag griinlich braun, salbenartig ist, waihrend wir 
bei ersterem nur wenig gefairbte Flocken gewinnen. Dieser Unterschied 
ist offenbar auf den groBen Lipoidgehalt des aus nativem Serum gewonnenen 
Globulins zuriickzufiihren. 


Diesen Versuch habe ich wiederholt mit zweimal extrahiertem Serum 
ausgefiihrt, immer mit demselben Ergebnis. Demnach ist die Annahme, 
daB Globulin ein Additionsprodukt von Lipoid und EiweiB ist, nicht stich- 
haltig, soweit man unter Addition eine durch die Extraktion trennbare 
Bindung der Lipoide versteht. Diejenigen, die bisher nach der Methode 
von Hardy und Gardiner gearbeitet haben und auf Grund ihrer Versuche 
zm obigem SchluB gelangten, zogen nicht in Betracht, daB der aus extra- 
hiertem Serum gewonnene Niederschlag noch geniigend Salz enthalt, um 
in liopidfreiem Medium das Globulin in Lésung zu halten. 


3. Die Reinigung des extrahierten Globulins. 


Ich versuchte jetzt, das aus extrahiertem Serum gewonnene Globulin 
mittels wiederholter Elektrodialyse zu reinigen. Ich dachte, daB, falls in 
dem von Sérensen und Chick hergestellten Niederschlag die Zunahme des 
Phosphorgehalts und die Abnahme der Léslichkeit tatsaéchlich durch die 
Zunahme an Lipoid verursacht wiirde, dann kénnte man vielleicht aus 
extrahiertem Serum ein Globulin herstellen, welches sich mit Hilfe der Elektro- 
dialyse wiederholt reinigen laBt, ohne wahrend des Prozesses seine physikalischen 
Eigenschaften zu dndern. Meine Versuche zeigten jedoch das Gegenteil. 


Das aus dem | : 3 verdiinnten Serum ausgeschiedene Globulin (Nieder- 
schlag 1) wusch ich in destilliertem Wasser aus und liste es in Normosal 
auf. Dabei erhielt ich eine leicht opalisierende Lésung. In Lésungen, die 
keine H*t-Regulatoren enthalten, gelingt das Auflésen noch weniger voll- 
stindig. Diese Lésung elektrodialysierte ich von neuem und erhielt wieder 
einen Niederschlag (Niederschlag II); diesen zentrifugierte ich, wusch ihn 
mit destilliertem Wasser, und um die Wiederauflésung zu férdern, zerrieb 
ich ihn in einem dickwandigen Gefai8 mit Normosal. Ich fand, daf sich 
nur ein kleiner Teil des Niederschlags léste, der gréBere Teil blieb ungelést. 
Ich versuchte, den Niederschlag in dem elektrodialytischen Rest der urspriing- 
lichen Lésung (Lésung I) zu lésen, auch das gelang nicht. Sdrensen behauptet, 
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da8 das fraktioniert gereinigte Globulin an Léslichkeit abnimmt. Wen» «jj, 
Beobachtungen tatséchlich auf die verminderte Léslichkeit zuriickzutfiihrey 
waren, dann miiBte sich der Niederschlag in groBer Menge physiologischer 
Lésung lésen. Die Menge des unléslichen Niederschlags ist indessen weit. 
gehend unabhingig von dem Volumen der Salzlésung, in der man jhy 
auflésen will. Als ich den léslichen Teil des zweiten Niederschlags ayjs 
neue elektrodialysierte, erhielt ich wieder einen Niederschlag (Nieder. 
schlag III), der sich &hnlich verhielt wie der zweite und eine eiweiBhaltig, 
Lésung. Die Niederschlige enthalten also auch in Wasser lésliche Eiweig. 
stoffe, die bei der Elektrodialyse des aufgelésten Niederschlags nicht 
ausflocken (Pseudoglobulin). 


¢ 


Tabelle I. 
Elektrodialyse des Serums. 


Nine 


Niederschlag I Lésung I 
{gelést und elektrodialysiert] [mit 50% (NH,), SO, gefallt, gelést 
1 es und elektrodialysiert } 
Niederschlag II* Lésung IT i 
[der lésl.che Teil elektro- Niederschlag I, Lésung I, 
dialysiert] 


Niederschlag III* Lésung III 
* Teils unléslich in phys. Na Cl-Lésung. 


Als ich die bei der ersten Dialyse gewonnenen Reste (Lésung I) mit 
verschieden konzentrierten Ammonsulfatlésungen vermischte, sah ich, da8 
in Lésung I noch bei 35%iger Sattigung! sich reichlicher Niederschlag 
bildete. Der bei der zweiten Dialyse gewonnene Rest (Lésung IT) gab nur 
bei 40 %iger Sattigung Niederschlag und schlieBlich der Rest der dritten 
Dialyse (Lésung III) nur bei 45 %iger Sattigung. 

In allen diesen Lésungen ist Euglobulin enthalten, welches sich ab- 
sondern l48t, wenn man ein Teil des wasserléslichen EiweiBes durch Aus- 
fallen mit Ammonsulfat entfernt. So gab z. B. Lésung I mit 50 %igem 
Ammonsulfat reichlichen Niederschlag. Diesen léste ich auf und elektro- 
dialysierte ihn, worauf ich einen dem Niederschlag II ahnlichen, in phy- 
siologischem Medium teilweise unléslichen Niederschlag (I,) erhielt. Durch 
Kontrollversuche iiberzeugte ich mich davon, daB die Versuche auch dann 
ahnlich verlaufen, wenn ich mit gewéhnlicher Dialyse arbeitete. 





Tabelle II. 
' Léslichkeit des elektrodialytischen Restes in Ammonsulfat. 
a Taw t ae eel 
I. Lisung . Stee fay te a + + + _ 
~~, oe Ser + + on on at 
Ra ere oF a a + _ <i 
ee + nate ake <a 


‘ Die Sattigung bedeutet in jedem Falle das Volumprozent einer 
gesittigten Ammonsulfatlésung. Z.B. 45ccm Ammonsulfatlésung auf 
100 cem gefiillt ist 45% ige Sattigung. 
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Zusammenfassend kénnen wir sagen, daB extrahiertes Serum bei 
der Fraktionierung durch Ammonsulfat oder Dialyse sich ahnlich verhalt 
wie nicht extrahiertes (s. Sérensen, |. c.). Nach wiederholtem Ausflocken 
erhalt man auch nur Fraktionen, die teilweise aus in destilliertem Wasser 
jislichem (Pseudoglobulin) teils unldslichem (Euglobulin) Eiweif be- 
dehen. Diese lassen sich nicht vollstdindig voneinander trennen. Enthilt 
eine Fraktion weniger lésliche Stoffe, dann scheidet sich bei der Dialyse 
mehr Niederschlag ab; dieser Niederschlag ist aber gréBtenteils unléslich 
denaturiert). 

4. Diskussion der Versuche. 


Zweifellos zeigen die Versuche, daB das Globulin kein Additions- 
produkt des Lipoids und eines wasserlislichen EiweiBkérpers ist. Es 
kénnte sich héchstens um eine chemische Verbindung handeln, die sich 
durch die angewandten Methoden nicht lésen 14Bt. Auch dann ist es 
nicht das Lipoid, welches das oben beschriebene eigentiimliche Verhalten 
des Globulins verursacht; nimlich, deB das Pseudoglobulin sich an- 
scheinend in Euglobulin verwandeln kann. 


Die Flockbarkeit des extrahierten Globulins hingt auch in groBem 
MaBe von den physikalischen Eigenschaften des Mediums ab. So ver- 
wandelt sich die Flockbarkeit des Globulins auch dann, wenn wir das 
Serum verdiinnen. Daher zeigen die Methoden, die das Globulin durch 
einfaches Fallen bestimmen, nicht den Globulingehalt an, sondern vielmehr 
lie Flockbarkeit baw. Léslichkeit. 


Nach Sérensen gibt es viele Globuline, die aus zwei Komponenten 
bestehen, und zwar aus wasserunléslichem Euglobulin (#) und wasser- 
lislichem Pseudoglobulin (P). Die Formel fiir diese Globuline wire 
Em Pn, wobei m und n beliebige ganze Zahlen sind. Je mehr das P 
(also je gréBer n) ist, um so ldslicher ist das betreffende Globulin, und 
je mehr das EZ (also je gréBer m) ist, desto unléslicher ist es. Die ver- 
schiedenen Globuline befinden sich im Gleichgewicht, und wenn wir 
z.B. aus einer Lésung alle Globuline entfernt haben, in denen das 
Verhiltnis von Z und P gréBer ist als n/m, (was bei der Elektrodizlyse 
der Fall sein kann), dann werden diese Globuline, falls 1aan den Nieder- 
schlag auflést, entsprechend ersetzt, wihrend die Menge der Globuline, 
in denen das Verhiltnis Z zu P viel kleiner ist als n/m, entsprechend 
abnimmt. Diese Hypothese entspricht beilaufig der Erfahrung. Obige 
Versuche haben aber gezeigt, daB die Fallbarkeit des Globulins auch 
von der Verdiinnung des Serums in groBem MaBe abhangt; diese Er- 
scheinung erinnert an die bekannte Schutzkolloidwirkung der wasser- 
léslichen EiweiBstoffe. DaB man die Sérensensche Fassung einiger- 
maBen modifizieren muB, zeigt besonders iiberzeugend das Verhalten 
des wasserunlislichen SerumeiweiBes beim Hardy-Gardiner-ProzeB. 


ui° 
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Wir haben gesehen, daB der gegen Ausflockung schiitzende Stoff gy;j 
gegen eine Denaturierung wahrend des genannten Extraktionsver jahye,, 
schiitzt, falls er in einer Konzentration wie im Vollserum vorhanden jx 
Nimmt aber die Konzentration des schiitzenden Stoffes ab, wie das dy 
Fall ist, wenn man das elektrodialytisch abgeschiedene Globulin jy 
einem dem Serum entsprechenden Volumen lést, dann wird bei do; 
Extraktion ein groBer Teil des Globulins denaturiert. Nach Sérense, 
sollte man glauben, daB es hierbei auf das Verhaltnis zwischen den F. 
und P-Substanzen ankommt. Das ist aber nicht der Fall; man kann da 
Fiinffache des im Serum befindlichen Globulins extrahieren, ohne es daly 
zu denaturieren, wenn man es fiinfmal so konzentriert verwendet, wie ¢ 
im Serum war. Das Verhdltnis E zu P blieb dasselbe wie oben. nur di, 
Konzentration, d.h. das Verhdltnis von E und P zum Volumen ist grifer 
geworden. ' 

Neuerdings wurde dieses eigenartige Verhalten des Globulins voy 
Wo. Ostwald (19) eingehend erértert und daraw hingewiesen, daB nact 
den Arbeiten von Buzdgh (2) und Neuenstein (18) diese Erscheinung 
bei der kolloidalen Auflésung eines an sich unléslichen Niederschlaves 
durch ein Peptisationsmittel immer — auch bei anorganischen Stoffen 
wieder zu finden ist. Meines Erachtens stimmt diese Auffassungsweis 
mit der Sérensenschen so weit tiberein, deB das wie iiblich dargestellt 
Euglobulin und Pseudoglobulin keine einheitlichen Stoffe sind. Nac! 
den hier mitgeteilten Versuchen ist der eine Stoff (wahrscheinlich der 
Hauptbestandteil) ein in Wasser unlésliches EiweiB, der andere, das 
Peptisationsmittel, ist vorlaufig unbekannt, vermutlich ist es ein wasser 
lésliches EiweiB. Beziiglich des Reaktionsmechanismus sind die beiden 
Forscher verschiedener Meinung. Nach Wo. Ostwald handelt es sich 
um einen Adsorptionsvorgang, nach Sérensen um eine chemiscli 
Reaktion. Es wird wohl heute allgemein angenommen, daB diese beiden 
Begriffe, die anscheinend das Entgegengesetzte bedeuten, so umfangreich 
sind, de8 sie auch gemeinsame Gebiete der Erscheinungen umfassen 
DaB der Vorgang ein ,,par excellence‘‘ kolloidchemischer ist, kann 
nicht bezweifelt werden. Das Bestreben, derartige Erscheinungen dure! 
bekannte chemische und physikalische zu erkliren, muB wohl all- 
gemeir, freudig begriiBt werden. 

Bei Erwagungen iiber den Mechanismus der Reaktion zwischen 
dem Globulin und dem schiitzenden Stoff muB man beachten, dab 
der Vorgang in salzhaltigen Medien ganz anders verliuft, als in salz- 
freien. Eine bestimmte Menge des schiitzenden Stoffes kann in salz 
haltigen Medien viel mehr Globulin in Lésung halten als in destilliertem 
Wasser. Dies kann eine Erklirung darin finden, daB die schiitzend 
Wirkung in salzhaltigen Medien gréBer ist. (Man kénnte an Adsorptions 
ladung oder Anderung der Aktivitat denken.) In diesem Falle diirft: 
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hei wiederholter Elektrodialyse die Léslichkeit sich (auch in phy- 
<iologisechem Medium) nicht vermindern. Da jedoch dies der Fall ist, 
nuf man annehmen, daf das Reaktionsprodukt von Globulin und schiitzen- 
jem Stoff in salzarmer Lésung dissoziiert. Eine ahnliche Dissoziation 
findet bei der Elektrodialyse von Hamoglobin statt; als eine Folge 
Javon scheidet Globin aus. Auf Grund dieses analogen Verhaltens 
konnte man vielleicht annehmen, da8 das Globulin und der schiitzende 
Stoff ebenso wie das Globin und der Blutfarbstoff in eine salzartige 
Verbindung eingehen. Mit kolloidchemischen Erfahrungen wiirde das 
ibereinstimmen, da die Reaktion zwischen einem Schutzkolloid und 
einem hydrophoben Kolloid meistens auf Ladungsverschiedenheit 
beruht (s. Freundlich, Kapillarchemie, 8. 811, 6). Die Begiinstigung 
lieser Salzbildung durch Neutralsalze ware durch ihre ladungserhéhende 
Virkung [vgl. Linderstrém-Lang (14), L. Reiner (21)] erklarbar. 

Nach dem bisher Gesagten wire es zu erwarten, daB die beiden 
im sogenannten Globulin befindlichen wasserléslichen und wasser- 
mléslichen Kérper auch beziiglich ihres elektrochemischen Verhaltens 
verschieden sind. Hiitte diese Erwartung sich bestatigt, so hatte man 
die beiden Kérper auf Grund dieser Eigenschaft voneinander trennen 
kénnen. Die Beschreibung solcher Bestrebungen befindet sich im 
folgenden Abschnitt. 


ll. Der isoelektrische Punkt und die Dissoziation des extrahierten Globulins 
auf Grund von Wanderungsgeschwindigkeitsmessungen. 


1. Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes durch Ausflockung. 


Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes schien geeignet, um 
festzustellen, 1. ob sich das extrahierte Globulin von dem aus nicht extra- 
hiertem Serum hergestellten unterscheidet, und 2. ob der Globulin genannte 
elektrodialytische Niederschlag ein einheitlicher Stoff ist oder, der Vor- 
stellung von Sérensen entsprechend, eine Mischung von verschiedenen 
Globulinen. In letzterem Falle ware zu erwarten, daB nicht nur die Léslich- 
keit von dem Verhaltnis von E zu P abhangt, sondern auch die Lage des 
isoelektrischen Punktes. 

Wenn man den isoelektrischen Punkt des aus elektrodialytischem Nieder- 
schlag hergestellten Globulins durch Ausflocken zu bestimmen versucht 
(man benutzt dazu 1: 5 verdiinnte n/10 Puffergemische), dann erhalt man 
eine sehr breite isoelektrische Zone, die sich von py 4,0 bis 5,8 erstreckt. 
In diesem Bereich fallt — wenn auch nicht symmetrisch die Zahl, die 
man mit Hilfe der elektrodialytischen Methode (Membranhydrolyse) als 
isoelektrischen Punkt des Globulins gewinnt (5,40, s. 1. c., 8S. 127). Worauf 
die Entstehung dieser breiten Zone zuriickzufiihren ist, ist noch nicht 
geklart. Auf Grund der Sdérensenschen Auffassung kénnte man erwarten, 
daS man es mit der Aneinanderreihung verschiedener Stoffe mit einander 
naheliegenden isoelektrischen Punkten zu tun hat, die vielleicht der Globulin- 
reihe von Sdrensen entsprechen. Um diese Frage zu entscheiden, flockte 
ich einen Teil des Globulins bei py 5,3 und einen anderen Teil bei 5,5 aus 
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Die Niederschlage léste ich dann in Normosal auf und bestimmte Wieder 
die isoelektrische Flockbarkeit, indem ich die Lésungen mit einer | 
verdiinnten Pufferreihe versetzt habe. Es zeigte sich, daB beide Lésunge, 
die im ersten Fall gefundene Zone ergaben. Das bei pq 5,3 ausgeflockts 
Globulin ist also, nach dem isoelektrischen Punkt zu urteilen, ic ntiset 
mit dem bei pq 5,5 ausgeflockten. Globulinverbindungen mat verschiedenc, 
isoelektrischen Punkten konnte ich nicht nachweisen. 


Tabelle III. 


Fallungsversuche in der isoelektrischen Zone. 





Geflockt bei Svea rem 
4,5 5.0 53 | 55 
Pa 5,3 + ++ +++ +4 
Pu 5,5 + ++ +++ +- 


2. Methodik der Wanderungsgeschwindigkeitsmessungen. 


Weiterhin wollte ich den isoleektrischen Punkt und die Dissoziation 
des Globulins durch Wanderungsgeschwindigkeitsmessungen bestimmen. 
Bei Haémoglobin und Hiihnereialbumin fand ich, daB die Anderung der 
Wanderungsgeschwindigkeit mit der Ht-Konzentration fiir das betreffende 
Eiwei8 charakteristisch ist und bei sehr verdiinnten Lésungen proportional 
zur Anderung der Dissoziation gesetzt werden kann. 

a) Die Wanderungsgeschwindigkeit des Globulins haben seit Hardy 
auch Fodor (4) und Adolj (1) gemessen. Diese Messungen orientieren uns 
nicht hinreichend iiber die Dissoziation des Globulins, weil sie den Einflué 
der Anderung der H*-Konzentration nicht ‘verfolgt haben, und weil sic 
nicht unter Bedingungen vorgenommen worden sind, die eine konstante 
Wanderungsgeschwindigkeit wihrend des Versuchs hatten voraussetzen 
lassen kénnen. Auch kann man nicht annehmen, daB unter diesen Versuchs- 
bedingungen das zur Wanderungsgeschwindigkeit proportionale elektro- 
kinetische Potential proportional zur Dissoziation ist. 

Die Messung der kataphoretischen Wanderungsgeschwindigkeit kénnen 
wir in einer U-Réhre auf die Weise vornehmen, da8 wir die Verschiebung 
der Grenzlinie zwischen der EiweiBlésung und der Elektrolytlésung messen, 
wenn ein Strom von bestimmter Spannung eine bestimmte Zeitlang durch 
die U-Roéhre lauft. Die Verschiebung ist direkt proportional zur Spannung, 
Zeit und umgekehrt proportional zur Lange des Apparates (von e,-Elektrode 
bis ¢,-Elektrode, s. Abb. 1). Bei Stoffen, die durch die Anderung der H*- 
Konzentration ihre Ladung andern, ist bei einer bestimmten H*t-Konzen- 
tration die Beweglichkeit der Weg, den ein EiweiBteilchen bzw. das Durch- 

schnitts-EiweiBteilchen und so auch die Grenzschicht bei 1 Volt /em Spannung 
in einer Sekunde zuriicklegt. Um aber die Beweglichkeit aus der gemessenen 
Verschiebung der gemessenen Gesamtspannung und der Lange des Apparates 
berechnen zu kénnen, muf der Spannungsabjfall in jedem Teile des Apparates 
gleich sein und wahrend des ganzen Versuchs gleich bleiben. 

Die Konstruktion der bisher benutzten Apparate hat die Verwirklichung 
obiger Versuchsbedingungen nicht ermédglicht, weil die in der Nahe der 
Elektroden entstehenden Elektrolyte (Séure, Alkali usw.) leicht in den 
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Teil des Apparates eindringen kénnen, in dem die Wanderung vor sich 
geht, was zur Folge hat, da8B der Spannungsabfall waihrend des Versuchs 
in der Nahe der Elektroden geringer wird, und an den Stellen wo die Wan- 
derung stattfindet, meistens zunimmt, und zwar auf unkontrollierbare 
4rt. Um das zu verhindern, ist es iiblich, zwischen Elektroden und U-Gefa8 
eine Agarbriicke einzuschalten; auch bei dem weiter unten beschriebenen 
Apparat wurde dieser Griff benutzt. — Ist die Leitfahigkeit der EiweiBlésung 
und des iiber sie geschichteten Elektrolyts nicht gleich, so entsteht an der 
Beriihrungslinie ein Spannungssprung, der wiederum die Wanderung der 
Grenzschicht betrachtlich und unkontrollierbar beeinfluBt. Um wahrend 
des ganzen Versuchs die Leitfahigkeit der EiweiSschicht und der iiber- 
schichteten Lésung gleich zu erhalten, geniigt es nicht, sie zu Beginn des 
Versuchs gleichzumachen; denn da die Zusammensetzung der Lésungen 
verschieden ist, sind die Uberfiihrungszahlen der einzelnen Ionarten 
auch verschieden, so daB wihrend des Prozesses die Leitfahigkeit der beiden 
Lésungen sehr schnell verschieden wird. Die Folge davon ist, daB die beiden 
Grenzflachen der EiweiBschicht oft nicht mit gleicher Geschwindigkeit 
wandern, und daB das Volumen der EiweiBschicht sich vergréBert oder ver- 
kleinert. Solche Versuche sind natiirlich nicht brauchbar. — Die durchschnitt- 
liche Wanderungsgeschwindigkeit kann zum elektrokinetischen Potential 
nur dann proportional sein, wenn die Eiweiflésung geniigend verdiinnt und 
ihr Ionengehalt duBerst gering ist, und wenn sie keine Ionen enthdlt, die das 
elektrokinetische Potential besonders beeinflussen. Dies ist erreicht, wenn 
man unter Bedingungen arbeitet, unter welchen verschiedene Pufferlésungen 
von gleicher H*-Konzentration dieselbe Wanderungsgeschwindigkeit er- 
geben. 

Bei dem Apparat, den ich benutzte, sorgte ich dafiir, daB aus den 
ElektrodengefaBen kein Elektrolyt in die U-Réhre dringen konnte. Und 
beim Bereiten der EiweiBlésung fiigte ich zu der Pufferlésung eine so kleine 
Menge Globulin hinzu, daB die Leit/dhigkeit des EiweiBes, im Vergleich zu 
denen der iibrigen Elektrolyte verschwindend war. Die fiir die Uberschichtung 
verwendete Pufferlésung verdiinnte ich mit so viel physiologischer Lésung, 
wie das Verhaltnis von Pufferlésung und Globulinstammlésung in der 
Mittelschicht war. Dadurch wurde erreicht, daB die Leit/aéhigkeit der beiden 
benachbarten Schichten anndhernd gleich war (Mazximalabweichung 2%), 
und da der Unterschied in der Zusammensetzung der beiden Schichten nur 
der war, daB die eine auBer den gemeinsamen Bestandteilen auch noch eine 
geringe Menge EiweifB enthielt (0,1 bis 0,2%), blieb auch die Leit{adhigkett 
wahrend einer Versuchsdauer von 4 bis 5 Stunden erhalten. 

Der benutzte 4.pparat (s. Abb. 1) bestand ‘aus einer mit 4 Hahnen 
versehenen U-Réhre und 2 Elektrodenteilen; letztere waren in die U-Réhre 
hineingeschliffen und mit Stahlfedern daran befestigt. Der Querschnitt 
der U-Réhre war iiberall! gleich, und die Bohrung der 4 Hahne hatte ebenfalls 
den gleichen Querschnitt. Beim Fiillen goB ich zuerst die EiweiSlésung 
in den ,,Mittelteil“, zwischen den beiden unteren Haéhnen, und nachdem 
ich die Hahne geschlossen hatte, spiilte ich den rechten und linken Schenkel 
der U-Réhre aus, fiillte ihn bis zum Schliff mit der entsprechenden Puffer- 
lésung und schloB dann die rechten und linken oberen Hahne. Das so 
begrenzte Gebiet ist der ,,rechte“‘ bzw. der ,,linke‘‘ Schenkel. In diesen 
Réhrenabteilungen ging die Wanderung des EiweiBes vor sich. Die Elek- 
trodengeféBe bestanden aus 4 Teilen: a dem eigentlichen Elektroden- 
gefaB, b, der Agarbriicke und 6, Nivellier-Kapillarréhre, c dem Spiilgefé6 
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und d dem VerbindungsgefaB, worin je eine bis zur U-Réhre hinabreicheng, 
Elektrode e,, ¢, zum Messen der Spannung festgelétet war, an beiden Seite: 
des VerbindungsgefiBes waren zwei Réhren /, und f, angebracht. Die 
wurden vor dem Beginn des Versuchs durch Gummiréhre und T Stiick 
mit einem Nivelliergef48 verbunden. Auf die Weise wurde im Apyara; 
bei geschlossenen Hahnen der hydrostatische Druck ausgeglichen. Dan) 
wurden die Gummiréhren mit einem Quetschhahn bei /, und f, geschlosse: 
die Verbindung unterbrochen und die 4 Hahne vorsichtig geéffnet. De) 
der Agarbriicke entsprechenden Teil der Réhre fiillte ich mit 5° igey 
Agar, das 10% KCl enthielt, und zwar so, daB die nach oben gebogene; 
Teile dieser Réhren leer blieben und das sich etwa auflésende Agar sic! 
in diesen Réhrenteilen sammelte. Die Agarbriicken haben den Nachtei 
daB sie eine elektroendosmotische Wanderung des Wassers bewirken kénnen. 
die auf der Seite der Kathode und Anode in der gleichen Richtung vo. 
sich geht (d.h. das Wasser wandert von der einen Elektrode nach de: 
anderen). Diese Wirkung ist sehr geringfiigig und im allgemeinen nich: 
wahrzunehmen. Trotzdem hielt ich es fiir gut, mit den Agarbriicken paralk 
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Abb. 1. 


Kapillarréhren anzubringen, die den gleichmaéBigen hydrostatischen Druck 
wahrend des Versuches sicherten. Da der Widerstand in diesen im Vergleic! 
zur Agarbriicke sehr groB ist, nimmt die Lésung in ihnen an der Strom- 
leitung fast gar nicht teil. Die Elektrodenfliissigkeiten kénnen also aus 
dem GeféB a nicht herauskommen, und das aus den Agarbriicken dringende 
KCl verdiinnt sich in den GefaéBen c betrachtlich. In der U-Réhre ver 
andert sich die Elektrolytkonzentration durch Uberfiihrung auch bei sel: 
langen Versuchen nicht. Die Spannung mi8t man mehrmals zwischen 
zwei Punkten des Apparates, zwischen denen die Spannung nach dem 
bisher Gesagten als gleichmaBig vorauszusetzen ist (e,, ¢). 


Die Messungen wurden mit einem Hartmann und Braunschen Spannungs- 
verteiler und Kompensator ausgefiihrt. Bei den Berechnungen wurden 
Durchschnittswerte aus stiindlich vorgenommenen Bestimmungen ver- 
wendet. 
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Eichung des Apparates. Zur Berechnung der Spannung pro Zenti- 
miissen wir die Entfernung (1) zwischen e, und e, kennen. Zu 
jiesern Zweck bestimmte ich durch Leitfahigkeitsmessung die Widerstands- 
kapazitat (0) zwischen diesen beiden Punkten des GefaBes, desgleichen auch 
das Volumen (v), indem ich den Apparat bis e, bzw. e, aus einer Biirette 
anfullte. Daraus ist die Lange auf Grund der Gleichung I - yo v zu be- 
rechnen. Bei Apparat I ist C 30,2, v 52,1 woraus / = 39,7 cm ist. 
Bei Apparat IT ist C 36,44, v 45,25, woraus / 40,96 cm ist. Man 
ephalt die gleichen Langen, wenn man die Mitte zwischen dem déuBeren 
ind inneren Umkreis der U-Réhre nimmt. Aus obigen Zahlen ergab sich 
ler Querschnitt des Apparates I als 1,314 qem und des Apparates IT als 


mete! 


|.111 qem. 

Mit Riicksicht darauf, daB8 die sehr verdiinnten Globulinlésungen 
sehr wenig oder gar nicht opaleszent waren, konnte man die Wanderungs- 
geschwindigkeit nicht durch Beobachten der Grenzschichtverschiebung 
messen. Es war zweckmaBiger, jene Menge Eiwei®B zu bestimmen, welche 

die rechte und die linke Réhre wanderte. Man berechnete dann das 
entsprechende Volumen der urspriinglich im mittleren Teil vorhanden ge- 
wesenen EiweiBlésung. Um die Wanderung in Zentimeter zu erhalten, 
wurde diese Zahl durch den Querschnitt des Apparates dividiert. Die 
gesamte Wanderung dividiert durch das Potential pro Zentimeter (Volt /em) 
ind durch die Zeit (in Sekunden) ergibt die Wanderungsgeschwindigkeit in 

em? 

Einheiten. 

Volt-sec 

Das Eiwei8 konnte man mit dem Nephelometer mit hinlanglicher 
Genauigkeit bestimmen, da es nur auf relative Werte ankam. Zu 10 ccm 
Lisung wurden 4ccm destillierten Wassers und 1 cem 20 °,iger Sulfosalicy!- 
siure hinzugefiigt, geschiittelt und 10 Minuten lang stehengelassen ; danach 
wurde das Triibungsverhaltnis zwischen der Ausgangslésung und der nach 
sorgfaltiger Durchmischung von der rechten und linken Seite abpipettierten 
Lésung bestimmt. Die Zahl der zuriickgelegten Kubikzentimeter war aus 
lem nephelometrischen Verhaltnis zu berechnen, indem dasselbe mit dem 
Volumen der entsprechenden Seitenréhre multipliziert wurde. Bei Apparat I 
war das Volumen der rechten Seite 14,00, das der linken 13,55ccm. Bei 
Apparat II rechts 10,10 cem, links 10,80 cem. 


c) Die Wanderungsgeschwindigkeit des Globulins. Wenn wir eine 
Globulinlésung mit einer Puffermischung n/30 oder n/40 Acetat, Phosphat 
der Borat vermischen, erhalten wir, wie oben gezeigt, eine Suspension, 
welche sich nach einigen Stunden gréBtenteils setzt, ein Teil des Globulins 
aber bleibt in Lésung, s. I. Teil. Zu Orientierungsversuchen iiber die 
Wanderungsrichtung in der Nahe des isoelektrischen Punktes wurden 
solehe Lésungen benutzt. Wie aus der nichsten Tabelle zu ersehen ist, 
erhalten wir, iibereinstimmend mit den Versuchen Hardys und anderer, 
eine breite isoelektrische Zone, worin keine Wanderung stattfindet, und 
die sich wie bei Fallungsversuchen von py 4,0 bis py 5,8 erstreckt. Doppel- 
seitige Wanderung (s. Fodor, Adolf) konnte ich nicht feststellen, oder 
wenigstens nicht mehr, als sich auf eine sehr geringe und beim Offnen der 
Haihne unvermeidliche Konvektion zuriickfiihren lieB. 

Bei den quantitativen Versuchen iiberzeugte ich mich davon, dab die 
Steigerung der Konzentration des Salzes die Breite der isoelektrischen 
Zone verringert. Derartig konzentrierte Salzlésungen, die das Globulin 
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Tabelle IV. 





Die Richtung der Wanderung bei der Kataphorese jn salzfreien Medic, 





Pu 


3,8 
4,0 
47 
5,0 
5,4 
5,5 
5,6 
5,8 


6,0 


4,03 


Py gemessen 


a 


Die Ladung der 
linken Licktrode 


Richtung 


links 


links 
links 


volistandig lésten, sind bei kataphoretischen Versuchen unanwendbar 
denn die Leitfahigkeit dieser ist sehr betrachtlich, und es entsteht oft 
Konvektion, entgegengesetzte Wanderung an den Glaswanden. Die folgenc 
Tabelle zeigt die Wanderungsgeschwindigkeit des Globulins in Lésunger 
von verschiedener H*-Konzentration und Abb. 2 die Anderung der Wai 


Tabelle V. 


Versuche iiber die Wanderungsgeschwindigkeit des Globulins. 





Puffer 


Acetat 


Phosphat 


n 


” 


Borat | 


* In m/60 KCl-Lésung. — ** py gemessen. — *** r. = re 


| 
| 
| 


Pu 


3,6* 
4.0* 
4,0* 
4,5* 
4,8* 
5,2" 
5,8* 
6,0 

6,5 

7,0 


(7,8 


| 9,5 


Apparat 


I 


Volt/cm 


1,08 
1,36 


| 


1,33 | 


1,49 
1,23 
1,13 
1,41 
1,45 
1,40 
1,21 
1,39 
1,25 
1,37 
1,23 


Die Wanderung 
in . 


ccm 


| 1,76 


1,88 
1,50 
0,528 
0,355 | 
0 
0,345 
1,54 
1,27 
1,63 
2,32 
1,04 
1,74 
1,42 


cm 


1,34 
1,42 
1,14 
0,401 
0,270 
0 
0,302 
1,35 
1,12 
1,24 
1,76 
0,91 
1,53 
1,08 


Ts. | as 
5 gf $28 Zeit 
a? SES 
£3 e | 280 Sek. 
P. 1,26 14490 
” 1,34 14400 
» — 1,07 10989 
lL. — | 0,809 10800 
» — | 0,262 | 14400 
0 co 11 409 
» + | 0,829 16500) 
» + 147 18800 
r. + 1,30 | 10800 
» +, 1,20 15600 
1. + | 1,71 | 16200) 
r. + 1,06 | 13200 
» + | 1,79 | 14400 
lL + 1,05 | 14800 
chts, |. = links. 
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Jjerungsgeschwindigkeit mit der Anderung des pg. Man sieht, da8 die 
Wanderungsgeschwindigkeit in der Nahe des isoelektrischen Punktes 
, 5,4) sich kaum andert, bei pg 6,0 jedoch bzw. bei pg 3,6 das Maximum 
rreicht und dann bei allen gemessenen py (innerhalb des Versuchsfehlers) 
konstant bleibt. Die Versuchsfehler erreichen in einigen Fallen sogar 
15 bis 20°, was trotzdem nicht hindern kann, wie auch Abb. 2 zeigt, 
den charakteristischen Verlauf der Karve zu erkennen. An den Stellen 
ramlich, wo sich die Wanderungsgeschwindigkeit tatséchlich andert, ver- 
vielfacht sie sich innerhalb 1 pg?. 
Falls wir annehmen, daB die Wanderungsgeschwindigkeit des Globulins 
proportional zu der Dissoziation desselben ist, und dies ist, wie gezeigt 








3 4 5 6 7 é 9 10 


Abb. 2. 


wurde, in unserem Falle in einem weiten pq-Bereich gestattet, dann kénnen 
wir folgende Folgerungen ziehen: 

1. Die Dissoziation des Globulins ist im Gegensatz zu den meisten 
bisher untersuchten EiweiBstoffen in der Nahe des isoelektrischen Punktes 
sehr gering. Aus kataphoretischen Versuchen, iibereinstimmend mit 
Fallungsversuchen, ergibt sich, daf das Globulin eine breite isoelektrische 
Zone hat. Solchen isoelektrischen Zonen begegnen wir bei Ampholyten, 
die eine saure und eine alkalische ionogene Gruppe haben, in dem Falle, 
wenn die Dissoziationskonstanten der ionogenen Gruppen recht fern 
voneinander liegen. Die wasserléslichen EiweiSstoffe weisen meistens 
einen ausgepragten isoelektrischen Punkt auf. Beim Edestin fand jedoch 
Hitchcock (12) durch elektrometrische Titration eine wie oben beschriebene 
isoelektrische Zone. \ 

2. Die Dissoziation findet sowohl an der alkalischen Seite wie auch 
an der sauren Seite in einem verhdlinismdBig geringen py-Bereich statt. 
Dies weist darauf hin, daB die Dissoziationskonstanten der ionogenen 
Gruppen nahe beieinander liegen. 


1 Versuche mit Hamoglobin fiihrten zu der Erfahrung, daB die oben 
beschriebene kataphoretische Methode, wenn die Wanderung durch Ver- 
schiebung der Grenzschicht gemessen wird, innerhalb 5 % iibereinstimmende 
Resultate ergibt. Das Arbeiten mit farblosen Fliissigkeiten wird zum Teil 
dadurch erschwert, da8 man die eventuell erfolgte Konvektion nicht be- 
merken kann, und da8 auf diese Weise Versuche in die Versuchsserie ge- 
langen, die wegen eines groben Fehlers zu verwerfen waren. Weiterhin 
war im vorliegenden Falle auch der mikroanalytische Fehler betrichtlich 
(etwa + 5%). 
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3. Die Saéurebindungsfahigkeit des Globulins ist etwas gréBer als 
Alkalibindungsfahigkeit. Das gleiche geht auch aus Adol/s kataphoret ise}, 
Versuchen hervor. 

Diese Folgerungen werden durch die isoelektrische Theorie der A) 
pholyten qualitativ bestatigt. 

Bei der Dissoziation eines polyvalenten Ampholyts entstehe: 
folgenden Molekiil- bzw. Ionarten. 


P, P-, P?-, P3-... Pa- und P+, P2+, P+... Pms*, 


Die Dissoziation des Ampholyts als Séure kann, wenn der Aktivitats 
koeffizient zu l angenommen wird, mit Hilfe der Dissoziationskonstanten (K 


und mit der H*-Konzentration folgendermaBen in Aquivalenten ausgedriick 


werden : 


(P) | K, _ 2K, K, 3K,K,K, nK,K,... Kn) 
\(H* (H*)? (H*)* ; (H*)” | . 
und als Lauge: 
| x’ 2K, Kj mK, Ky... Ki, ‘a 
(Py | HY) + — Sy +. any. 3 
|K,, K,, KY j 


Den isoelektrischen Punkt definieren wir als jenen, wo samtlich 
negativen wie positiven Ladungen des EiweifSstoffes gleich sind. Dam 
ist auch (P) (P’) und 


K, , 2K,kK, nK,K,...Kn — K’' “~ 2K; Kj : 
(H*) bs (H*)? g<,3 (H*)n Tae Ee Kk? (H de | 
m K' Ki... K’ : 
SE aay | 
kn 
Wenn 
Ky, - K, 
(H*) ~ (H*) 
und wenn 
RS a: By sans 
K,, # j< K, = ), 


dann kénnen auBer dem ersten Glied die iibrigen vernachlassigt werden. 
Die Lage des isoelektrischen Punktes hangt nur von der ihm am niichsten 


liegenden Dissoziationskonstanten ab, und die Gleichung verdandert sic! 
in die bekannte Gleichung des isoelektrischen Punktes von einem mono 

monovalenten Ampholyten. 
" K Kw 
(H*) = 

K 
Wenn alle ionogenen Gruppen sehr nahe aneinander liegen, dann 
kann man Gleichung (4) zunachst folgendermaBen schreiben: 


9 2 n re 9k’2 re 
K - 2K ee n Ke —_ = (H*) + nn (H*)? + ee m K'm (H*)m. ti) 
(H*) (H*)* (Ht) Kk, K,, KY 


* Die Zwitterionen werden, wie die undissoziierten mit P bezeichnet 
** K,, Dissoziationskonstante des Wassers. 
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rs sel 
K 
x 
(H*) 
K’ 
~~ (H* u, 
RK. ‘ ) : 
dann folgt 
a+ 22*+ ---n2®* = y+ 2y*?+ --- my” (7) 
ind Summiert 
na" **—(n— 1) 2**!' +2 my” ** — (m—1)y* “i +y (8) 
(2 — 1)? (y— 1)? 
Wenn hier n m ist, dann ist x y, und die Gleichung der iso- 
elektrischen H*-Konzentration ist wiederum (5). 
Wenn x < m ist, dann ist x < y, das ist 
K K' 
- <e-G@e? (9) 
(H*) Ky 
Pr > 2 Py + Pr PR w (10) 


Beim Globulin haben wir gesehen, daB die Dissoziationskonstanten 
sehr nahe beieinander liegen; besonders ist dies auf der alkalischen Seite 
der Fall, wo die Dissoziationskonstante px 5,9 gesetzt werden kann. 
Da » etwas gréBer als m war, so folgt aus (10). 


Py > 10,8 +4 5,9 — 14,0 = 2,7. (11) 


Tatsachlich sehen wir, daB die Dissoziation schon bei einer viel saureren 
Reaktion stattfindet als 2,7. Die durchschnittliche Dissoziationskonstante 
ler sauren ionogenen Gruppen ist etwa px 4,3. 

Aus der Lage der Dissoziationsgruppen wird es verstaéndlich, daB die 
Dissoziation in der Gegend des isoelektrischen Punktes noch sehr gering 
st, und daB man dementsprechend beim Globulin eine breite isoelektrische 
Zone findet. Wegen der Nahe der Dissoziationskonstanten zueinander 
verlauft die Dissoziation nicht stufenweise (vgl. L. Reiner). Auf der sauren 
Seite ist die Kurve ein wenig abgeflacht zum Zeichen dessen, da®B dort die 
Dissoziationskonstanten etwas weiter aufeinander liegen. 

Die Dissoziationskonstanten sémtlicher. ionogenen Gruppen sind 
schwach, deswegen kann man nur eine kleine .Menge *G~-Zwitterion und 
eine gréBere Menge G-Molekiile voraussetzen. Bekanntlich nimmt in salz- 
haltigen Lésungen die Dissoziation der schwachen Elektrolyte zu. Daraus 
folet, daB die *G--Konzentration in salzhaltigen Lésungen ebenfalls zu- 
nehmen muB. Wahrscheinlich ist die Léslichkeit des G-Molekiils viel kleiner 
als die des *G--Zwitterions, und die Léslichkeit des Globulins nimmt, in 
salzhaltigen Medien hauptsachlich deshalb zu, weil die Konzentration des 
*?--Zwitterions im Verhaltnis zur Konzentration der G-Molekiile zunimmt. 


Zusammenfassung. 


1. Der dem Euglobulin entsprechende Niederschlag laBt sich durch 
Elektrodialyse auch aus Seren herstellen, die mit Ather-Alkohol mehrmals 
griindlich extrahiert sind. Das Euglobulin ist also kein Additionsprodukt 
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von Lipoid und Eiweif. Beim Reinigen oder in fraktionierten F'ji\|,) 
andert es seine physikalischen Eigenschaften (hauptsichlich die Lés 
lichkeit); zumeist wird es denaturiert. — Der Hauptbestandtei! de 
Globulinfraktionen scheint ein in Wasser und auch im physiologischey 
Kochsalz praktisch unléslicher EiweiBstoff zu sein. Im Serum ist ¢ 
kolloid gelést. Bei der LDialyse dissoziiert die Verbindung zwischey 
Schutzkolloid und Globulin, und das sogenannte Euglobulin flockt aus 
Nach der ersten Flockung enthalt der Niederschlag noch viel Schutz. 
kolloid, es 1aBt sich in salzhaltigen Medien noch dispergieren (triibe 
Lésung). Nach wiederholtem Flocken nimmt der Gehalt an Schutz. 
kolloid und damit auch die Dispergierbarkeit des Globulins ab. Dag 
Schutzkolloid schiitzt das Globulin auch gegen die denaturierende W irkung 
von Ather-Alkohol. 

2. Das Globulin hat eine breite isoelektrische Zone. Dies ist aus 
dem Verlauf der kataphoretisch gemessenen Tl issoziationskurve er- 
klarlich. Die Dissoziation der ionogenen Gruppen liegt bei px 5,9 und 
zwischen py 4,6 und 4,1. Es gelang nicht, Globuline mit verschiedenen 
isoelektrischen Punkten zu _isolieren. 
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Die Beschleunigung der Zuckerbildung in der 
herausgeschnittenen Froschleber durch Strukturzerstérung. 


Von 
E. J. Lesser. 
Aus dem Laboratorium der staédtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 


(Eingegangen am 17. Oktober 1927.) 


Es ist friiher'’ ausfiihrlich gezeigt worden, daB die Steigerung der 
Geschwindigkeit der Zuckerbildung aus dem Leberglykogen in der 
herausgeschnittenen Froschleber, wie sie durch Durchstrémung mit 
stark hypertonischen Lésungen, durch Adrenalin, durch vorherige 
Pankreasexstirpation erhalten wird, nicht durch Anderung der Wirkungs- 
bedingungen der Leberdiastase infolge von Anderung der pu, sondern 
nur durch Vermehrung der Katalysatorkonzentration, d.h. der wirk- 
samen Diastasemenge erklirt werden kann. Durch Anderung der px 
von 7,44 auf 6,45 konnte nur eine Erhéhung der Zuckerbildung um 90% 
erhalten werden. Durch die drei anderen, vorher erwahnten Be- 
einflussungen wurde dagegen eine Steigerung auf 400 bis 600% er- 
halten. Aus diesen Ergebnissen, ferner aus der Tatsache, da$ im un- 
vrkleinerten Froschei keine Glykogenhydrolyse nachweisbar ist, 
wihrend im zerkleinerten eine sehr betrachtliche gefunden wird, war 
der SchluB gezogen worden, daB in der Leberzelle eine riumliche 
Trennung von Glykogen und Diastase bestehe; auf Grund der Be- 
einflussung der Zuckerbildung der nach dem Verfahren von Fréhlich 
und Pollak durchspiilten Froschleber, durch homologe Alkohole in 
isokapillarer Konzentration ist dann die Theorie aufgestellt worden, 
daB in der herausgeschnittenen Leber des Winterfrosches etwa zwei 
Drittel der Leberdiastase an Grenzflichen der Zellstruktur adsorbiert 
und daher unwirksam sind. Diese Adsorption ist reversibel aufhebbar. 
Gegen diese Theorie ist der Einwand gemacht worden ,,que le broyage 
des cellules (du foie par exemple), qui devrait mettre en contact le 


1 Lesser und Zip, diese Zeitschr. 140, 435, 439, 1923; Lesser, diese 
Zeitschr. 119, 108, 1921. Deutsch. med. Wochenschr. 1923, Nr. 27. 
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glycogéne et la diastase et accentuer ainsi la glycogenolyse, ralenti 
au contraire cette derniére en comparaison de l’intensité du mén,. 
phenoméne dans le foie excisé intact“!. Dieser Einwand ist in der Ty 
ein sehr berechtigter, obwohl die Angabe, deB die Glykogenhydrolys 
durch Zerkleinerung der Leber gehemmt werde, nicht zutreffend jy 
Sowohl I. Bang* als auch Kerner und Lesser® haben nach Struktuy. 
zerstérung bei der méglichst blutfrei gespiilten Froschleber eine gering, 
Vermehrung des Glykogenschwundes gefunden. Diese Zunahme |ay 
aber den Fehlergrenzen der Bestimmungsmethode zu nahe; Kerne 
und Lesser muBten daher die Frage, ob sich durch Strukturzerstéruny 
eine Vermehrung der Glykogenhydrolyse erzielen 1aBt, offen lassen 
Dagegen ergab ihre Arbeit, daB die Kritik, welche J. Bang der Arbei: 
von Lesser* gewidmet hatte, vollkommen berechtigt gewesen war 
Die groBen Glykogenabnahmen, welche Lesser durch Strukturzerstéruny 
der Leber erhalten hatte, waren auf mangelhafte Entfernung der Blut. 
diastase zuriickzufiihren. 

Aus diesen MiBerfolgen ergibt sich zweierlei: Die Glykogenmet hoc 
ist zu unempfindlich, um sichere Ergebnisse zu zeitigen, und auf dic 
Entfernung der Blutdiastase aus den LebergefiBen muB die grit 
Sorgfalt verwendet werden. 

Bei den in folgendem zu beschreibenden Versuchen wurde daher 
nicht die Glykogenabnahme, sondern die Zuckerbildung bestimmt 
Die Befreiung der Leber von der Blutdiastase wurde auf folgende Weis 
zu erreichen gesucht. 

Am lebenden Tiere wurden die beiden Aorten am Ursprung aus de: 
Herzen freigelegt, in die eine wurde peripherwarts eine Kaniile eingebunde: 
und durch diese das ganze Tier mit groBen Mengen der von Barkan, Broems 
und Hahn® angegebenen Salzlésung (kurz im folgenden als B. L. bezeichnet 
durchspiilt, die aus dem angeschnittenen Ventrikel wieder abfloB. Dure! 
spilt wurde etwa 1 Stunde lang mit Mengen von 200 bis 300 cem B.L 
(pa 7,4 bis 7,55 kolorimetrisch bestimmt). Dann wurde die Leber nach de 
Vorschriften von Fréhlich und Pollak* prapariert und das _heraus 
geschnittene Organ etwa 45 Minuten lang dauernd unter haéufigem Massiere: 


mit etwa 80ccm B.L. dairchspiilt. Es gelingt auch so nicht, die Leber 
vollkommen blutkérperchenfrei zu erhalten. Aber bereits nach wenige! 
Minuten ist die abflieBende Fliissigkeit auch nach starkem Massieren de! 


Leber nicht mehr gefarbt, jedoch ganz leicht getriibt. In den Leberlappche: 


' M.Jacot, Glycogéne, adrénaline et insuline, 8.78. Paris, Masson et Cie 
1926. 

2 I. Bang, diese Zeitschr. 56, 155, 1913. 

3 Kerner und Lesser, ebenda 102, 284, 1920. 

4 Lesser, ebenda 52, 471, 1913. 

5 Barkan, Broemser und Hahn, Zeitschr. f. Biol. 74, 1, 1921. 

® Fréhlich und Pollak, Centralbl. f. Physiol. 26, 1326, 1912; Arc! 
exper. Pathol. u. Pharm. 77, 265, 1914. 
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Best 


« nirgends mehr eine Spur von Rotfarbung mit der Z issschen Binokular- 
ype zu entdecken. Da ja die Blutdiastase wasserléslich ist, mu8 man auf 
jiese Weise ein Organ erhalten, in dem nur noch die Zelldiastase vorhanden 
win kann. Nach Unterbrechung der Durchstré6mung wurden die drei 
Leberlappen voneinander isoliert und zwischen dicken Lagen von FlieB- 
papier getrocknet, bis keine Fliissigkeit mehr aus der bei der Préparation 
eytstandenen Schnittflache austrat. Dann wurden sie rasch auf 0,01 ¢ 
gwogen. Die einzelnen Lappen wogen zwischen 1,5 und 3,5 g. Der Lappen 1 
wurde sofort auf Zucker analysiert, indem er unter 2 cem 94 °,igen Alkohols 
» einer kleinen Reibschale méglichst fein zerrieben wurde. Der Brei wurde 
mit 94° igem Alkohol in ein Zentrifugenglas quantitativ iibergefiihrt. 
Die Gesamtmenge der Fliissigkeit betrug dann etwa 12 ccm. Sie blieb bis 
mum nachsten Tage stehen. Der Lappen 2 wurde in einer kleinen Reib- 
schale ohne jeden Zusatz zu Brei zerrieben, der Lappen 3 in eine kleine 
Reibschaie gelegt. Die Lappen 2 und 3 kamen dann beide gleichzeitig in 
eine feuchte Kammer. Die Zeiten der Verreibung der Lappen | und 2 
wurden mit Stoppuhr markiert. Etwa 60 Minuten nach der Zerkleinerung 
les Lappens 2 wurde der FermentprozeB durch Einbringen des Breies 
n 94% igen Alkohol unterbrochen, wiederum unter genauer Markierung 
ler Zeit. Endlich wurde der Lappen 3 in derselben Weise wie | auf Zucker 
verarbeitet. Alle drei Zentrifugengliser blieben bis zum niachsten Tage 
stehen, dann wurde scharf zentrifugiert und der klare alkoholische Extrakt 
abgegossen. Der Riickstand wurde dreimal mit 66°,igem Alkohol unter 
jedesmaligem Aufriihren auf der Zentrifuge gewaschen. Samtliche,;Wasch- 
wisser wurden mit dem ersten Extrakt vereinigt, in eine halbkugelige 
Glasschale iibergefiihrt und der Alkohol auf dem Wasserbad vorsichtig 
verjagt. Der Riickstand wurde in Wasser aufgeschwemmt, quantitativ 
in ein 50-cem-Kélbchen iibergefiihrt, mit 1 cem kolloidalem Eisenhydroxyd 
und etwas MgSO, versetzt, auf 50 ccm aufgefiillt und filtriert. Im wasser- 
klaren Filtrat wurde der Zucker nach Hagedorn-Jensen ermittelt. Einmal 
wurde daneben auch die Bestimmung nach dem Mikroverfahren von 
Michaelis ausgefiihrt. Dabei ergaben sich die in Tabelle I zusammen- 
gestellten Werte. 








Tabelle I. 
Nach Nach Differenz in P - 
Lappen Hagedera-Jensen Muhadite des Hagedorn-JensensW ertes 
mg ng 
2 119 12.5 +5 
3 5,67 5,45 — 3,9 


Die erhaltenen Werte sind also auf etwa 5% genau. Alle Versuche 
wurden an kurz zuvor gefangenen mannlichen Esculenten ausgefiihrt. 


Die erhaltenen Werte zeigt die Tabelle I. 

Man sieht, in allen Versuchen steigt die Zuckerbildung durch Zer- 
stérung der Zellstruktur auf das 3- bis 4,5fache. Die GréSenordnung 
ist dieselbe, wie sie friiher fiir die Beschleunigung der Zuckerbildung 
der intakten, kiinstlich durchstrémten Leber bei Beeinflussung durch 
oberflachenaktive Alkohole, durch hypertonische Salzlésung, durch 
Adrenalin oder durch vorherige Pankreasexstirpation gefunden wurde. 
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Tabelle Il. 





mg Traubens 5 £ Pe 
mg Zucker zucker neu ges c-f . wtsst 
gee ES SS 
3 pro 100g Leber bildet prolStd. ESE 2 SSS Es 
3 u 100g Leber Ped Ent ee 
z & = Sik S ieee Oil 
= z ° t BSeo™ BuSce 
= io 4 ee i. & ° Seace ees2c Bemerkun ger 
z © | § | *$'\88\ss §§| §§ SZu-| Seug> 
fn ca 4 & 2a «4c sa 2%&e? Ns Be 
gs 5 25/85) £F 32.8) 43c55 
ee Sees | g- iZe- | S288 
127 «8c SS s Ss 3% a7 5? 
1 7.1%. 22 71 189 490 124 440 316 355 
2 12.1X.' 18 55 «6163 361 92 294 202 317 
3 13. 1X. 19 44 105 324 61 280 219 445 
4 14.IX. 225 51 162 510 196 441 835 416 
5 15. 1X. 22 58 118 276 55 232 177 420 
6 5.X. /18 73 #175 411 87 270 183 310 Zusatz von je Sc 
B L. zu den Leber 
lappen. Durchleitun, 
von Op», der3" , Cr 
a 
sung 7, 
7|| 6. X. ||20 87 180 341 74. 211 137 285 Zusatz von B.L. wic 
bei 6. Nach Fiillung 
der GetaBe mit 0 
der 3°) COs, ent 
hielt, Schuttein 
Schuttelapparat, p,, 
der Salzlésung 7,5 
Mittelwert: 62,7 156 388 85.6 309.7 224 356 


Dies spricht dagegen, daB es sich um eine Vermehrung der Zucker 
bildung durch Verschiebung der py nach der sauren Seite infolge von 
Milchsaurebildung bei der Strukturzerstérung gehandelt hat. Diese 
Frage wurde aber noch durch die direkt hierfiir angestellten Versuche 6 
und 7 untersucht. In diesen beiden Versuchen wurden die Leberlappe: 
in Erlenmeyerkolben von 50 ccm gebracht und sowohl zu dem intakten 
wie zu dem zerkleinerten Lappen wurden je 5ecm B.L. von py 7.5 
zugesetzt. In Versuch 6 wurde dann durch die beiden hintereinander 
geschalteten Kolben wahrend des ganzen Versuchs das vorgeschrieber 
Gasgemisch von 3%, CO, und 97%, O, geleitet, in Versuch 7 wurden 
die Kolben mit diesem Gasgemisch gefiillt, mit Gummistopfen 
verschlossen und im Schiittelapparat um vertikale Achse sanft geschiittelt 
Wie man sieht, andert die Anwesenheit des Kohlensiure-Bicarbonat 
puffersystems (py = 7,5) im wesentlichen an dem zu demonstrierenden 
Vorgange nichts. Die Beschleunigung der Zuckerbildung, welche durch 
Strukturzerstérung erhalten wird, ist also nicht durch eine Verschiebung 
der px nach der sauren Seite durch Milchsiurebildung bedingt. Bei 
Zusatz der Pufferlésung fallt aber die Erhéhung der Zuckerbildung 
durch Strukturzerstérung deutlich geringer aus. Sonst wird pro 1 Stunde 
und 100g Leber im Mittel aus 5 Versuchen 250mg Glucose durch 
Strukturzerstérung mehr gebildet, bei Zusatz von Pufferlésung nw 
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140 mg. Dies ist aber nicht Folge einer Anderung der py. Wenn man zu 
Leberbret (die zerkleinerten Lappen wogen in Versuch 6 und 7 1,7 
nd 1.8 g)5cem B. L. zusetzt, so vergréBert man das Reaktionsvolumen 
twa um des Dreifache. Dadurch muB eine Verlangsamung der Zucker- 
hildung eintreten. Dagegen andert der Zusatz von 5cem B.L. zur 
mtakten Leber die GréBe des Reaktionsvolumens nicht. Wohl aber 
Lonnte dadurch, daB etwa die Halfte des neu gebildeten Zuckers aus der 
intakten Leber in die B. L. iibertritt, eine Beschleunigung der Zucker- 
bildung eintreten, infolge Austritts der Hydrolysenprodukte aus der 
Leberzelle. Aus dieser Uberlegung heraus wurde der gréBte Teil der 
Versuche ohne jeden Zusatz von Salzlésung — weder zum intakten, 
noch zum zerkleinerten Leberlappen — angestellt; nur dann hat man 
vergleichbare Bedingungen, weil nur dann das Reaktionsvolumen 
bei beiden Lappen dasselbe ist. 

DaB es Bang seinerzeit nicht gelang, die Beschleunigung der Zucker- 


ildung durch Strukturzerstérung zu finden, liegt wohl — abgesehen 
davon, daB er die Versuche viel zu lange, tiber 7 bis 10 Stunden, aus- 
dehnte — hauptsiichlich daran, daB er zu seinen zerkleinerten Leber- 


lappen etwa die 20fache Menge ihres Gewichtes an destilliertem Wasser 
mgesetzt hat. Dadurch wurde nicht nur das Reaktionsvolumen un- 
geheuer vergréBert, sondern auch die Cl’-Konzentration stark 
herabgesetzt, so daB sich der intakte und der zerkleinerte Leberlappen 
nicht mehr unter vergleichbaren Bedingungen befanden. Auch die 
Versuche von Kerner und Lesser waren in dieser Hinsicht fehlerhaft 
ingeordnet. 

Die Betrachtung der in der Tabelle I] zusammengestellten Zahlen 
wigt weiter, daB es wenig aussichtsvoll ist, das hier gefundene Verhalten 
wich mit der Glykogenmethode zu untersuchen. Die Mehrbildung an 
Zucker betrigt 224 mg pro 100g Leber und Stunde. Der Glykogen- 
gehalt der Lebern, der ja leicht in dem Riickstand der Alkoholextraktion 
bestimmt werden konnte, betrug zwischen 16000 und 17000 mg pro 
100 ¢ Leber. Die Mehrbildung an Zucker betragt also pro Stunde nur 
etwa 1.5%, des Glykogengehaltes. Da die 1 ifferenzen im Glykogen- 
gehalt der einzelnen Leberlappen bis zu 10%, (Kerner und Lesser a. a. O.) 
betragen kénnen, ware eine groBe Anzahl von Versuchen nétig, um den 
Vorgang bei Winterlebern auch mit der Glykogenmethode nachzuweisen. 

Von Interesse ist endlich noch der Wert, der fiir den Zuckergehalt 
desjenigen Leberlappens gefunden wurde, der méglichst bald nach 
Unterbrechung der Durchspiilung analysiert wurde. Er betrug 62,7 mg-°, 
im Mittel (Minimum 44, Maximum 87). Dieser Wert stimmt mit 
dem friiher von Bissinger' erhaltenen iiberein. 


1 Bissinger, diese Zeitschr. 185, 229, 1927. 
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Bissinger fand mit ahnlicher Methode einen Mittelwert von 59 
(Minimum 31, Maximum 104). Ferner fand Bissinger den Vertei\ing, 
koeffizienten des Traubenzuckers zwischen B. L. und Leber im \it;, 
zu 0,66. Einer Leber, die 61 mg-°, Traubenzucker enthalt, wiirde dahe; 
bei Diffusionsgleichgewicht ein Blutplasmazucker von etwa 91 mg 
entsprechen. Nun betragt der Plasmazucker des Winterfrosches 19 my 
(Mittel aus 4 Bestimmungen an Fluoridplasma nach Hagedorn-J ensey 
Dem wiirde bei Diffusionsgleichgewicht ein Leberzucker von 13 mg 
etwa entsprechen. In der herausgeschnittenen Leber ist also, auch |, 
Durchspiilung mit B.L. bei py 7,5 und méglichster Entfernung de fra 
Blutdiastase der Zuckerspiegel immer noch etwa 41 mal so hoch wi 
in der Leber des lebenden Tieres. Man erkennt hieraus wiederum, wi 
auBerordentlich empfindlich das System Diastase-Glykogen in der 
Leberzelle ist, ein Punkt der friiher bereits eingehend erértert wurde! 


1 Lesser, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 16, 279, 1919. 
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(ber eine neve Reihe von Reagenzien zur chemischen 
fraktionierung von biologisch wirksamem Ausgangsmaterial. 


Ve ym 
Casimir Funk. 


Aus der biochemischen Abteilung der Staatlichen Hygieneschule, 
Warschau.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1927.) 


Die Zahl von Reagenzien, die fiir die Aufarbeitung von Substanzen 
von Hormon-, Vitamin- oder Fermenttypus Verwendung finden kénnen, 
st leider sehr begrenzt. Insbesondere leidet die moderne Bidchemie . 
Mangel an systematischen Methoden, die ahnlich wie bei der quali- 
‘ativen chemischen Analyse, ein unbekanntes Gemenge in wohldefinierte 
Gruppen auflésen kénnen. Von solchen Methoden stehen uns nur die 
klassischen Methoden von Kossel und Kutscher, weiter ausgearbeitet 
von Ackermann, Gulewiisch u.a., zur Verfiigung, Methoden, die zur 
Trennung von Purin-, Pyrimidin-, Hexonbasen usw. dienen. Die 
Reagenzien, die hier in Frage kommen, eignen sich vorziiglich dazu, 
m stabile Substanzen voneinander zu trennen und zu identifizieren, 
versagen aber oft, wenn es sich um labile Substanzen handelt, mit 
welchen sich die moderne Biochemie besonders jetzt zu befassen hat. 

Seit langerer Zeit bin ich damit beschaftigt, wm von der Pikrin- 
siure oder anderen analogen Nitroverbindungen ausgehend, ein System 
zu bauen, das gestattet, von einem komplizierten Gemenge ausgehend, 
physiologisch wirksame Substanzen mit méglichst geringer Schadigung 
der Aktivitat abzuscheiden!. 

Die meisten Substanzen, die hier in Frage kommen und von mir 
oder meinen Mitarbeitern untersucht worden sind, liefern wahrscheinlich 
Pikrate, Pikrolonate usw., aber von einer Léslichkeit, die ihre Ab- 


' Eine systematische Durcharbeitung dieser neuen Methoden war 
mir aus éuBeren Griinden nicht médglich gewesen. Am SchluB meines 
Warschauer Aufenthalts angelangt und zu einer zeitweisen Unterbrechung 
meiner Tatigkeit gezwungen, werde ich demndachst in einigen Arbeiten 
meine bisherigen Resultate, mit dieser Methode erlangt, veréffentlichen. 
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scheidung unméglich macht. Durch Anwendung von Salzen abe 
gelingt es, die Verbindungen schwerléslich zu gestalten und meiste) 
in kristallinischen Fraktionen abzuscheiden. Durch Anwenduny yer. 
schiedener Metalle hoffte ich die Gemische in Gruppen einzuteiley 
indem sich die so erhaltenen Reagenzien viel spezifischer als die freiey 
Sauren selbst verhalten sollten. Da8 dies wenigstens teilweise gelany 
dafiir sprechen die erhaltenen Resultate. 

Die neuen Reagenzien, die hier besonders in Frage kamen, ware, 
die Natrium-, Barium-, Blei-, Silber- und Quecksilbersalze der Pikrip. 
siure, also Metallionen, die sich ohne Schwierigkeit quantitativ ay; 
der Lésung entfernen lassen. AuBer der Pikrinsiure kamen auch 
Pikrolonsiure und Naphtholgelb S in den oben entsprechenden Salzer 
zur Anwendung. Die Salze der Pikrolonsiure aber erwiesen sich a\s 
weniger brauchbar, weil sie zu wenig léslich waren und so zu grof 
Verdiinnungen lieferten. Die Anwendung von Naphtholgelb 8 dagege, 
erwies sich schon aus dem Grunde nicht vorteilhaft, weil diese Siur 
auf schonende Weise nur schwer zu entfernen ist. Zwar gelang ex 
dieselbe als Nitronderivat (der Pikrinsiure analog) zu fallen, doch reif 
die Nitronfallung in manchen Fallen auch die aktive Substanz nieder 
Dies war z. B. beim Insulin der Fall, wihrend beim Trypsin nach den 
Angaben von Kolodziejska und Funk! das Enzym sich glatt zuriick. 
gewinnen lieB. 

Die hier vorliezende Methode wurde mit einigem Erfolg zur Frak 
tionierung von Trypsin, Pepsin, Pituitrin, Vitamin B und C und Insuli: 
angewandt. Manchmal wurde nur ein bestimmtes Salz  benutzt 
manchmal dagegen, wo die Natur des Materials es erlaubte, wurde ein 
systematische Durchfiihrung der neuen Methode, eine Art von bio 
chemischer Analyse versucht. Ich hoffe aber, daB die Methode, durch 
Heranziehen anderer Salze sowie anderer analogen Siuren, zu den 
letztgenannten Zwecke ausgearbeitet werden kann. 


Die Salze der Pikrinsiure, die hier in Anwendung kamen, wurden 
nach den bekannten Methoden? dargestellt,. und durch Umkristallisieren 
gereinigt. Die Salze der Pikrolonsiure und Naphtholgelb S wurden 
in analoger Weise wie bei der Pikrinséure erhalten. Bei der Verarbeitung 
der erhaltenen Niederschlage wurden in drei Fallen Schwierigkeiten 
beobachtet, die hier eine besondere Besprechung finden sollen.  !as 
Kupferpikrat, das sich aus den berechneten Mengen von Kupferoxyd 
oder -acetat und Pikrinsiure glatt darstellen lieB, dissoziert beim 
Fallen und liefert oft Fiallungen von noch unbekannter Zusammen- 


! Kolodziejska und Funk, diese Zeitschr. 182, 264, 1927. 
2 Beilsteins Handb. 3. Aufl. 
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<etzung, die kein Kupfer in ionisierbarer Form enthalten. Die zweite 
schwierigkeit betrifft die Anwendung von Quecksilberpikrat. Dieses 
Salz wurde nach tiblichen Angaben aus frisch gefilltem Quecksilberoxyd 
nd Pikrinsiure dargestellt. Als Temperatur, bei welcher sich die 
salzbildung vollzieht, wird 80° in der Literatur angegeben. Bekannter- 
weise aber geht beim Kochen, aber auch schon bei niedrigerer Tem- 
peratur das Quecksilberpikrat in Merkuri-pikrinsiureanhydrid, das 
das Quecksilber in nicht-ionisierter Form enthalt, tiber. Es wurde 
deshalb vorgezogen, die Temperatur nicht tiber 55° zu steigern, indem 
der Reaktionskolben in Wasser mit Temperaturkontrolle gehalten 
wurde. Das erhaltene Quecksilberpikrat wurde wieder bei der gleichen 
Temperatur aus Wasser umkristallisiert. Trotz dieser VorsichtsmaBregel 
ist es vorgekommen, da das Quecksilberpikrat geringe Mengen von 
dem Anhydrid enthielt. Diese Verunreinigung ist beim Verarbeiten 
der Niederschlage sehr listig, weil aus dem Anhydrid weder das Queck- 
silber noch die Pikrinsaure entfernt werden kénnen, wodurch Vergiftungen 
von Tieren oder untersuchten Organen vorkommen kénnen. Diese 
Verunreinigung 1aBt sich vielleicht durch peinliche analytische Kon- 
trolle der Reinheit des Quecksilberpikrats vermeiden oder auch durch 
den folgenden Kunstgriff unschidlich machen. Nach den Angaben 
von Hantzsch und Mitarbeitern! wird das Merkuri-pikrinsiureanhydrid 
durch Salzsiure in das leichtlésliche Merkurichlorid-trinitrophenol, 
durch verdiinnte Schwefelsiure dagegen in Merkurihydrat-trinitro- 
phenol, das sogar in siedendem Wasser unldslich ist, umgewandelt. 
Es geniigt demnach, bei dem Ausschiitteln der Pikrinsiure mit ver- 
dimnter Schwefelsiure anzusiuern und abzvfiltrieren, um die lastige 
Verunreinigung zu entfernen. 


Bei Anwendung der Salze des Naphtholgelb S (Flaviansiure) 
kommt die Schwierigkeit der Entfernung dieser Siure zum Vorschein. 
In unseren Fillen kénnen wir uns nicht der Methode bedienen, die von 
Kossel und Gross? angegeben wurde, weil die hier in Betracht kommenden 
labilen Substanzen dem Kochen mit Saure nicht widerstehen kénnen. 
In Analogie mit Pikrinsiure haben wir versucht, die Flaviansiure durch 
Nitron zu fallen. Zu diesem Zweck habe ich die Verbindung der Flavian- 
siure und Nitron dargestellt und die Léslichkeit in verdiinnter Essig- 
siure (das Nitron wird in essigsaurer Lésung angewandt) und die Zu- 
sammensetzung studiert. 0,557g Flaviansiure mit Nitronlésung 
gefallt gaben 1,401 g der Doppelverbindung. Die Theorie fiir die Ver- 
bindung mit 1 Mol. Nitron ist 1,11 g, mit 2 Mol. Nitron 1,66¢. Die 


1 Die Literaturangabe steht mir momentan nicht zur Verfiigung. 
2 Kossel und Gross, Sitzungsber. d. Heidelb. Akad. d. Wiss. Math.- 
naturwiss. Kl., Abt. B, 1923. 
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entstandene Verbindung besteht demnach aus | Mol. Flaviansiiure mj; 
2 Mol. Nitron. Die Léslichkeit in 10 °,iger Essigsiure bei 21° ist 0.0136. 
in Wasser von 20° 0,0032°%,. 10,838 mg Substanz lieferten 2.53 my 
BaSO,, gef.: 3.2%, S. 6,843 mg Substanz lieferten 0,882 ccm N, 
(739.1, 20°), gef.: 14.3% S, ber.: 3.4% S und 14,9% N. 

Eine andere Methode zur Entfernung der Flaviansaure wurde bein 
Insulin ausgearbeitet. Das Insulinflavianat wurde durch Lésen jy 
Sodalésung oder verdiinnter Essigsiure und Zusatz von Pikrinsiure 
in das Flevianatpikrat umgewandelt. Diese letzte Verbindung iis: 
sich nach dem Dudleyschen Verfahren durch Anwendung von salzsiiure 
haltigem Alkohol glatt in das Hydrochlorid iiberfiihren. Ich beschreibe 
hier die beiden Verfahren zur Entfernung der Flaviansaure, weil die. 
selben auch bei der Kosselschen Methode zur Anwendung gebracht 
werden kénnen. 

Die neue Fraktionierungsmethode gestaltet sich gewéhnlich wie 
folgt. Die wisserigen Extrakte, die verarbeitet werden sollen, werden 
zuerst zwecks Entfernung der Schwefel-, Salz- und Phosphorsiure 
reste mit neutreler Bleiacetatlésung gefallt. Die Fliissigkeit wird iiber 
Nacht kiihl aufbewahrt, um die Fallung so quantitativ wie méglich 
zu gestalten, dv. die Saurereste die Salze der Pikrinsiure usw. zersetzen 
Nach dem Entfernen des iiberschiissigen Bleies durch verdiinnte 
Schwefelsiure und der letzten Spuren mit Schwefelwasserstoff (dic 
Prozedur kann natiirlich nur da angewandt werden, wo die oben an. 
gefiihrten Ree onzien die Aktivitét dor: ar Untersuchung kommenden 
Substanzen nicnt beeintrachtigen. Ist dies der Fall, dann darf das Blei 
nur mit verdiinnter Schwefelsiure entfernt werden) und nach dem Ein- 
engen des Filtrats im Vakuum wird die Fliissigkeit mit gesattigter 
Pikrinsiure oder, wenn nétig, mit fester Pikrinsiure ausgefillt. | ic 
Pikrate werden auf Aktivitat gepriift und eventuell chemisch verarbeitect 
Das Filtrat der Pikrinsiurefallung wird dann systematisch mit den ver- 
schiedenen Pikraten behandelt, die, um das Volum der Lésung nicht 
unniitz zu vergréBern, in einer in der Wirme gesiattigten Lésung zu- 
gesetzt werden. Meistens wurde so vorgegangen, daB zuerst mit Barium- 
pikrat begonnen wurde. Nach dem Abtrennen der entstandenen Fallung 
wurde zu dem Filtrat Bleipikrat zugesetzt. Es scheint aber, daB die 
Barium- und Bleipikrate fast einander gleichwertig sind, indem sie an- 
nahernd die gleiche Gruppe der Substanzen niederschlagen. Dann wird 
Silberpikrat und schlieBlich Quecksilberpikrat angewandt. Es hat sich 
nicht als nétig erwiesen, den Uberschu8 der Reagenzien zu entfernen 
Jede der Einzelfraktionen muB natin lich auf die Aktivitat und eventuel! 
auch chemisch untersucht werden. Die Fraktionen werden in der 
Weise zerlegt, daB zuerst die Metalle auf iibliche Weise entfernt werden, 
die Fliissigkeit wird am besten mit verdiinnter Schwefelsiure an- 
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siuert, die Pikrinsiure mit Ather erschépft und die Basen in freiem 
jystande oder als Hydrochloride kristallisiert. Auf gleiche Weise muS 
uch das letzte Filtrat behandelt werden. 

Das Verfahren, das weiter ausgebaut werden kann, besitzt gegen- 
sber den bisherigen Methoden den groBen Vorteil, daB es die Aktivitat 
von Substanzen, die sehr labil sind wie die Enzyme, nicht merklich 
weintrachtigt und sogar oft stabilisiert. 


Zusammenfassung. 


Kine Methode der Fraktionierung von biologisch wirksamen Sub- 
sanzen wurde beschrieben, indem die Pikrinséiure und analoge Sauren 
durch Umwandlung in Salze verschiedener Metalle in eine Reihe von 
mehr spezifisch wirkenden Reagenzien umgewandelt wurden. Das Ver- 
fahren besitzt den Vorzug, die Aktivitaét des Materials kaum zu be- 


einflussen. 














Vorstudien iiber das Pepsin. 


Von 
Helena Elblinger und Casimir Funk. 


(Aus der biochemischen Abteilung der Staatlichen Hygieneschule, 
Warschau.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1927.) 


Die Reinigung der Enzyme hat in der Neuzeit einen groBen Auf 
schwung erhalten, aber gerade was die Reinigung des Pepsins anbelanyt 
stehen uns nur sparliche Data zur Verfiigung. Es ist wahrscheinlich 
daB die Hauptfortschritte in dieser Richtung in der Technik gemacht 
worden sind'. In der wissenschaftlichen Literatur der Neuzeit finde: 
wir einige Arbeiten, die fiir uns von Interesse waren. Fenger uni 
Andrew (1) reinigten das Pepsin durch Fallung am_ isoelektrischen 
Punkt. Es wurde so vorgegangen, daB zuerst das Pepsin bei py 3.4 
bis 3,6 durch 1 Volumen Aceton gefallt wurde. Die Fallung war schwer 
in Wasser, aber leicht in angesiuertem Wasser léslich. Weitere Reiniguag 
erfolgte durch Dialyse, das Pepsin fiel bei py 2,4 bis 3,85, die reinsten 
Praparate aber bei 2,4 bis 2,5 aus. Das so gereinigte Produkt verliert 
seine Wirkung in saurer Liésung. Es ist bemerkenswert, daB die Ausbeuten 
an Pepsin am besten im Herbst, am schlechtesten im Friithling waren. 
Hier laBt sich eine Analogie zum Vitaminreichtum der Nahrung auf 
stellen. Die Reinigtingsmethode’ von Fenger und Andrews scheint 
jedenfalls versprechend zu sein. Marston(2) und spiter Forbes (3 
benutzten die Fillung mit Safranin. Forbes verglich die letzte Methode 
mit der Absorptionsmethode von Willstdtter. Die Adsorptionsmethode 
ergab eine 14 malige Reioigung, die Safraninmethode dagegen eine 


' F.O. Taylor (Ind. Eng. Chem. 19, 1202, 1927) gibt in der Besprechung 
der Fortschritte des Hauses Parke, Davis & Co. an, daB im Jahre 1874 
das Handelspepsin dieser Firma 12 Teile EiweiB verdaute. Jetzt wird 


eu 


Praéparat geliefert, das 15000 Teile Eiwei®B verdaut. Ja sogar ir 
Laboratorium wurden Praparate erhalten, die die verdauende Kraft von 
1: 42000 zeigten. 
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2} malige. Auf die Safraninmethode kommen wir noch zu sprechen, 
da wir dieselbe nachgepriift haben. 


in AnschluB an die Arbeiten von Kolodziejska und Funk (4) iiber 
des Trypsin dachten wir, die in diesem Falle mit einigem Erfolg be- 
nutzten Methoden auch beim Pepsin zu probieren. Doch hier hatten 
wir mit neuen Schwierigkeiten zu kampfen. Beim Pepsin gab Pikrin- 
siure allem nur eine unvollstindige Fillung zum Unterschied von 
Trypsin. Manche Salze der Pikrinsdure ergaben quantitative Fallungen, 
aus welchen aber das freie Enzym sich schwer regenerieren lieB. Das 
Pepsin namlich inaktiviert sich schon beim Stehenlassen, viel schneller 
noch bei gréBeren Verdiinnungen. Dieser Vorgang wurde schon von 
Goulding, Borsook and Wasteneys (5) studiert. Ferner werden Pepsin- 
jisungen durch Schiitteln oder durch Einleiten von Gasen vollstandig 
inaktiviert, wobei gleichzeitig eine Ausflockung des Enzyms stattfindet. 
Gelést in Alkohol oder Aceton, in Gegenwart von Mineralsiuren, wird 
das Pepsin in eine unlésliche Verbindung tibergefiihr' , wobei das Ferment 
sich einer weiteren Aufarbeitung entzieht. 

Eine Frage, die in unserer Arbeit indirekt berijhrt worden ist, 
ist die Identitat des Pepsins und Chymosins. Im Laufe der Reinigungs. 
versuche von Me Meekin und Koch (6) durch Adsorption an koaguliertes 
KiereiweiB, Solution des Enzyms mit Na,H PO,, Fallung des Extraktes 
durch Halbsattigung mit Ammoniumsulfat, wurde das Pepsin 18 mal 
gereinigt. Me Meekin(7) machte dabei die Beobachtung, die spater 
von French (8) in demselben Laboratorium bestitigt wurde, daB das 
Kieralbumin ungleichmaBig das Pepsin und Chymosin adsorbiert. Bei 
der Anwendung dieses Verfahrens wurden z. B. 84 bis 92 °%, des Pepsins 
erhalten, waihrend von Chymosin 87,5 bis 91%, in der Mutterlauge 
verblieben. Schon vor Jahren versuchten Funk und Niemann (9), 
durch fraktionierte Adsorption die beiden Enzyme voneinander zu 
trennen, aber ohne Erfolg. Es muB hier hervorgehoben werden, daB 
im Laufe der jetzigen Versuche viele Hunderte von Fallungen und 
Fraktionierungen ausgefiihrt worden sind, ohne daB eine Trennung der 
beiden Fermente zustande kam. Im Gegenteil, eine vollstandige Par- 
allelitat der Wirkungen wurde stets erhalten, worauf wir gelegent- 
lich in der Arbeit nochmals zuriickkommen werden. 


Die Arbeit, die hier vorliegt, kann nur als eine Reihe von Vor- 
studien betrachtet werden, um das Verhalten des Enzyms gegeniiber 
verschiedenen Eingriffen kennenzulernen. Die Reinigung des Pepsins 
selbst kam erst in zweiter Linie in Betracht. Eine Anzahl von 
Resultaten wurde aber gewonnen, die zur Reinigung herangezogen 
werden kénnen. Das wichtigste Ergebnis dieser Arbeit ist die Fest- 
stellung der Méglichkeit, daB das Pepsin, in voller Analogie zum 
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Trypsin, auch aus einem inaktiven Ferment und Kinase bestehen kany 
Diese beiden Bestandteile scheinen durch die hier zu_ beschreibende 
Prozedur fast ginzlich voneinander getrennt worden zu sein. 


Experimenteller Teil. 


Die meisten Versuche wurden mit Pepsin Merck ausgefiihrt, obwo}! 
gelegentlich auch andere Fabrikate benutzt wurden. Was die Priifuny 
der proteolytischen Wirkung anbelangt, so versuchten wir zuerst, diese|be; 
mit dem Mikro-van Slyke-Apparat zu verfolgen. Wie zu erwarten war, 
waren die Ausschlage so klein, daB wir uns an eine andere Methode wernde; 
muBten. Wir benutzten die Edestinmethode von Fuld und Lewison (10 
Beim Zusatz von allzu groBen Pepsinmengen wird manchmal beobaclhitet, 
daB beim Aussalzen mit Kochsalz eine Triibung entsteht, die vom Enzyn 
selbst stammt. In solchen Fallen kann der irrtiimliche SchluB gezoge; 
werden, daB keine proteolytische Wirkung vorhanden ist. Fast in alle: 
Fallen haben wir zur Kontrolle auch die Chymosinprobe von Michaelis und 
Rothstein (11) angesetzt. Auch’ hier miissen besondere MaBregeln inne- 
gehalten werden. Die Probe wird, wie iiblich, mit Milch angestellt. Es ist 
aber viel vorteilhafter, die Proben mit einem léslichen Milchpulver oder 
speziell gereinigtem Caseinpraparat anzustellen. Wenn solche Praparate 
fehlen, muB die Milch, besonders in Sommermonaten, auf Eis aufbewahrt 
werden, da sonst sich ihre Aziditat so schnell andert, daB Ergebnisse, in 
Abstanden von ein paar Stunden gewonnen, nicht miteinander verglichen 
werden diirfen. Vielmehr miissen alle Tagesbestimmungen fast gleich- 
zeitig angesetzt werden. Noch auf einen anderen Umstand méchten wir 
aufmerksam machen. Bei zu groBen Fermentmengen geht die Verdauung 
so rasch vor sich, daB die Milch fliissig bleibt und den Anschein erweckt, 
daB keine Labwirkung stattgefunden hat. Wird das Ferment nun verdiinnt, 
dann kommt die charakteristische Koagulation zum Vorschein. Auch 
hier kann der SchluB gezogen werden, daB keine Fermentwirkung statt 
fand, wenn die Enzymverdiinnung nicht richtig gewahlt wird. 

Die Reagenzien, die zur Fallung des Pepsins herangezogen worden 
sind, schlieBen sich eng an die neue Fraktionierungsmethode von Funk (12) 
an. Es kamen hier hauptséchlich Salze der Pikrinséure zur Anwendung. 
AuBer diesen wurde das Verhalten einiger anderer Reagenzien studiert, 
die eventuell zur Entfernung von Saétiren oder Metallen aus der Lésung 
benutzt werden konnten. Zuvor jedoch haben wir die Stabilitaét des Pepsins 
und den Einflu8 auBerer Faktoren studiert, um spater bei der Fraktionierung 
Eingriffe zu vermeiden, die die Aktivitaét des Enzyms beeinflussen. 


Einflu8 von einigen diuBeren Faktoren und manchen Reagenzien auf die 
Pepsinwirkung. 


Schwefelwasserstoff/. Durchleiten des Gases wahrend einer Stunde 
hat keinen merklichen Einflu8 auf die Aktivitat. Langeres Durch. 
leiten hat eine merkliche Abschwachung zur Folge (vgl. weiter unten 
iiber den EinfluB des Schiittelns und der Bewegung). 


Sauerstoff. Wahrend die Kontrollfliissigkeit sich in ihrem Aus- 
sehen nicht merklich anderte, erlitt die Versuchsfliissigkeit eine Anderung. 
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Jie sich in Triibewerden und Ausflockung offenbarte. Die Aktivitats- 
prifung nach 48 Stunden zeigte eine bedeutende Abschwachung der 
Kontrolle (davon weiter unten: die Wirkung der Verdiinnung), wahrend 
die Versuchsfliissigkeit vollstandig inaktiviert wurde. 

Kohlensdéure. Um die Frage zu liésen, ob das letzte Resultat auf 
Oxvdation zuriickzufiihren war, wurde ein Versuch mit Kohlensaure 
angesetzt. Die Aktivitatspriifung erfolgte zuerst jede 1! Stunde und 
iedesmal war die Versuchsfliissigkeit schwacher als die Kontrolle. 
Nach 48 Stunden war die Aktivitaét ginzlich verschwunden, wahrend 
die Kontrolle noch die tibliche Aktivitat zeigte. Die Inaktivierung 
durch Sauerstoff ist demnach hauptsachlich auf Bewegung und nicht 
auf Oxydation zuriickzufihren. 

Kinflug der Bewegung im Vakuum und in der Luftatmosphdre. Um 
mit Sicherheit die Ursache der Inaktivierung kennenzulernen, wurde 
ein weiterer Versuch angestellt. Die Pepsinlésung wurde in vier Glas- 
ampullen aus Jenaglas unter Thymolzusatz verteilt. Zwei von den Am- 
pullen wurden evakuiert und zugeschmolzen, die anderen zwei einfach 
verschlossen. Eine der Ampullen wurde geschiittelt, die andere diente 
als Kontrolle. Die Aktivitét nach 74 Stunden an Edestin gemessen : 
war wie folgt. 





Ruhe Bewegung 
Kontrolle 0,3 ccm verdaut Kontrolle trib und inaktiv 
Vakuum 0,25 cem ‘ Vakuum , n . 


Die Vakuumampulle erwies sich etwas aktiver als die Luftkontrolle, 
und vielleicht ware der Unterschied noch gréBer, wenn das Vakuum 
besser als 12 mm, wie in unserem Falle, ware. Sicher ist es, daB das 
Schiitteln das Ferment vollstandig inaktiviert. 

Verdiinnung. Eine Pepsinlésung, die in einem Volumen von 0,007 ccm 
2cem Milch labte, wurde 1@- und 100 mal verdiinnt und 24 Stunden 
stehengelassen. Die Aktivitat war wie folgt: 





Nr. Anfangsaktivitat in ccm Nach 24 Stdn 
1 0,007 0,007 

2 0,07 0.1 

3 0,7 Unwirksam 


Wir ersehen daraus, daB, je konzentrierter die Lésung, desto stabiler 


sie wird. 
Wirkung von HCl in Gegenwart von Alkohol und Aceton. im Laufe 
unserer Versuche wurde die Beobachtung gemacht, daB das Pepsin 
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in Gegenwart von HCl und Alkohol oder Aceton in eine unlislic}, 
Verbindung tibergefiihrt wird, aus welcher es bis jetzt nicht gelany, da 
wirksame Enzym zu regenerieren. Die folgenden Versuche mégen daz 
als Beleg dienen. 


Zu einer Lésung von 0,1 g Pepsin in 2 cem Wasser wurden 12 cv, 
mit HC] leicht angesiuertem Alkohol hinzugefiigt. Es entsteht momenta; 
ein weiBer Niederschlag, der unléslich und daher unwirksam ist. |), 
Niederschlag wurde mit einer 0,5°% igen HCl iibergossen und _ iiber 
Nacht im Brutschrank aufbewahrt. Eine Aktivitaét im Extrakt |ieg 
sich auch jetzt nicht nachweisen. Das gleiche Ergebnis wurde erhaltey 
wenn statt Alkohol Aceton benutzt wurde. Durch besondere Kontrolle) 
wurde ermittelt, daB weder Alkohol, noch HC] allein auf das Enzyn 
schadlich wirkt. Langeres Stehenlassen von Pepsin mit 0,5 °%iger H( 
scheint aber auch die Eigenschaften des Enzyms etwas zu andern 


Merkwiirdig ist es, daB, wenn man den Niederschlag von Pepsi) 
mit Silberpikrat statt mit HCl mit Schwefelwasserstoff zerlegt und 
dann die freien Pikrate in salzsiurehaltigem Alkohol lést, in diesem 
Falle keine unlésliche Verbindung entsteht. Schwefelwasserstoff vermay 
demnach das Pepsin in eine Form iiberzufiihren, die mit saurem Alkoho! 
eine lésliche Verbindung liefert. 


In Anbetracht des oben Gesagten ist es von Wichtigkeit, zu kon 
statieren, daB bei Anwendung der Pikrinsiure oder der Pikrate das 
Pepsin viel stabiler wird. Das Pepsin in dieser Form behalt seine Aktivita' 
in verdiinnten Lésungen viel besser, auch flockt dasselbe beim Schiitteln 
wie es z. B. bei der Vakuumdestillation geschieht, nicht aus. 


Die in diesen Versuchen gewonnenen Erfahrungen sind fiir dic 
weitere chemische Bearbeitung des Pepsins von Interesse. 


Das Verhalten des Pepsins manchen Fillungsreaktionen gegeniiber. 

Beim Bearbeiten der Niederschlige wurden dieselben stets durch 
Abschleudern getrennt. Wir sind uns wohl bewuBt, daB die meisten 
von uns hier beschriebenen Fillungsreaktionen als Adsorptions 
erscheinungen an ausfallende Verunreinigungen betrachtet werden 
kénnen. Das mag wohl der Fall sein, kann aber, glauben wir, nich! 
auf alle Fille ausgedehnt werden. Denn wir haben oft kolloidale und 
nichtkolloidale Niederschlage erzeugt, ohne eine Spur von Wirksamkcit 
zu verlieren. Beim Niederschlagen des Pepsins tritt die Komplikation 
auf, daB in konzentrierten Lésungen oft das Pepsin quantitativ ausfall' 
wahrend dasselbe Reagenz in verdiinnter Lésung nur kolloidale Fallunge:: 
erzeugt, die sich nur schwer abschleudern lassen und schwanken«: 
Mengen des Enzyms in der Mutterlauge zuriicklassen. Beim Ausithern 
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jer Pikrinsiure wurde der Scheidetrichter nur durch Umschwenken 
mygerthrt, um die Inaktivierung durch Schiitteln zu vermeiden. 

Pikrinsdure. Eine Pepsinlésung von 2 g Pepsin in 20 com Wasser 
wurde von in Wasser unléslichen Bestandteilen abgeschleudert und mit 
einer gesattigten Pikrinsiurelésung gefallt. Der erhaltene Niederschlag, 
der auch in Sodalésung léslich ist, wurde durch verdiinnte HCl] und 
\ther von Pikrinsiure befreit. Die Aktivitat wurde im Niederschlag, 
sowie in der Mutterlauge gefunden, so daB, im Gegensatz zu Trypsin, 
das Pepsin nur unvollstandig durch Pikrinsdure gefallt wird. 


Silberpikrat. 1g Pepsin in 15 ccm Wasser wurde allmahlich mit 
140cem einer in der Kialte gesittigten Silberpikratlésung gefiallt. 
Nech langerem Stehenlassen wurde der Niederschlag abgetrennt und 
getrocknet. Ausbeute 545mg. Die Mutterlauge nach dem Entfernen 
des Silbers und der Pikrinséure erwies sich ohne Wirkung, somit 
war die Fallung vollstandig. Der Niederschlag wurde in 0,5°%,iger HCl 
vifgeschwemmt und darin das Silber mit H,S gefallt. Der Extrakt 
wurde mit Ather zur Entfernung der Pikrinsiure erschépft. Die Priifung 
der Aktivitét ergab, daB die Reinigung eine 2,2 malige war. Die Zer- 
setzung des Niederschlags mit HCl, Trennung von AgCl und Aus- 
schiitteln mit Ather ergab das gleiche Resultat. Verdiinntere Silber- 
pikratlésungen ergaben nur unvollstandige Fallungen. 


Bleipikrat. 1g Pepsin in 18ccm Wasser wurden mit 133 ccm 
einer in der Kialte gesittigten Bleipikratlésung gefallt. Der Nieder- 
schlag wog 551 mg. Die Fallung erwies sich als vollstandig. Der Nieder- 
schlag wurde mit 0,2 °, Schwefelsiure zerrieben. Zweifache Reinigung. 
Dieselbe Bleipikratlésung auf die Halfte verdiinnt gab aus 200mg Pepsin 
nur 74mg Niederschlag mit einer 3,1 fachen Reinigung. Wurde der 
Bleipikratniederschlag quantitativ mit Schwefelsiure zerlegt, die 
Pikrinsiure entfernt und die iiberschiissige Schwefelsiiure mit Ba-Acetat 
entfernt und die Fermentlésung mit der gleichen Bleipikratlésung 
gefillt, so fallt das Pepsin unvollstandig und kolloidal aus. Vierfach 
verdimnte Bleipikratlésungen geben itiberhaupt schlechve Pepsin- 
ausbeuten. Durch Zersetzen der Bleipikratfallungen und Entfernen 
aller Reagenzien 1a8t sich das Pepsin durch Alkohol und Ather regene- 
rieren. 

Quecksilberpikrat. 0,2g Pepsin in 10cem Wasser wurden mit 
3.5 cem gesittigter Lésung gefallt. Nachdem dieses Volumen zugesetzt 
wurde, entstanden durch neuen Zusatz von diesem Reagenz neue Nieder- 
schlige, die sich aber als inaktiv erwiesen. Der aktive Niederschlag 
betrug 98,5 mg, derselbe wurde mit 0,5°%iger HCl verrieben und mit 
H,S zerlegt. Nach Entfernung der Pikrinsiiure ergab die Priifung 
eine 2,3fache Reinigung. 
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Bleiacetat. 2g Pepsin in 20ccm Wasser wurden mit 60 com yp. 
sattigter neutraler Bleiacetatlésung, die mit Essigsiure schwach q, 
gesauert wurde, gefallt. Der Niederschlag, der 1,22 g betrug, wup, 
mit 0,2°,iger H,SO, zerlegt. Die Reinigung war eine 2fache. W ur 
die tiberschiissige Siure mit Baryt entfernt, so zeigte sich, daB Bary. 
lauge das Pepsin fallt und inaktiviert. . 


Silberacetat. Dieses Reagenz lieferte nur in konzentrierter Losuny 
eine quantitative Fallung des Enzyms und eine 2fache Reinigung 
Der erhaltene Niederschlag wurde auf zweifache Weise zerlegt. Erstens 
durch Bestimmen des Ag-Gehaltes (das Silberiquivalent wurde fii 
andere Zwecke weiter unten angewandt) und Zusetzen eines Aquivalents 
an HCl, und zweitens durch Schwefelwasserstoff. Die Fallung des 
Pepsins mit einem Gemisch von Alkohol und Ather ergab im 
ersten Falle eine unvollstandige Fallung, aber ein lésliches Praparat 
im zweiten Falle eine unlésliches Praparat, das aber in Pulverform 
wirksam war. 


Safranin. Forbes (|. c.) berichtet, daB es ihm gelungen ist, durch 
Fallung mit Safranin, Entfernung des Farbstoffs mit Iso-amylalkoho 
und 10% Ather das Pepsin 21 mal gereinigt und in 65%, Ausbeut 
zu erhalten. Beim Nachpriifen dieser Arbeit fanden wir, daB die Ent. 
fernung des Farbstoffs in unserem Falle viele Stunden dauerte. Ip 
Anbetracht dessen war, wie wir iiber die Inaktivierung durch Schiitteln 
und Verdiinnung sagten, es nicht merkwiirdig, daB unser Priiparat 
nur sehr wenig aktiv war. Dab Safranin Pepsin quantitativ fallt, konnte 
aber bestatigt werden. 2g Pepsin lieferte nach dem Entfernen des 
Farbstoffs und Fallen des Enzyms mit Alkohol und Ather 270 mg eines 
schwach wirksamen Priparates. 


Naphtholgelb S (Flaviansdéure). Dieses Reagenz liefert zwar einen 
Niederschlag, aber die ganze Wirksamkeit wurde in der Mutterlaug: 
vorgefunden. Die Verbindung ist demnach léslich, und der entstandene 
Niederschlag adsorbiert kein Ferment. 


Bariumacetat. 0,6 g Pepsin lieferten 40 mg eines inaktiven Nieder- 
schlags mit Gesamtwirkung in der Mutterlauge. Dieses Salz eignet 
sich demnach zur Entfernung der H,SO,, ohne das Ferment zu schadigen 


Alkohol. 1g Pepsin wurde in 4ccm Wasser gelést und mit 
Alkohol gefallt, so daB der Gehalt an Alkohol 80%, erreichte. Die Um- 
fallung wurde 8 mal ausgefiihrt, so lange noch lésliches Material in den 
Alkohol iiberging. Zum SchluB wurde je einmal die Konzentration an 
Alkohol, 75-, 70- und 60°, ig gewahlt. Alle alkoholischen Mutterlaugen 
waren inaktiv. Die Endausbeute war 261,5 mg, und die Priifung ergab 
eine 5fache Reinigung. 
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yusarmmenstellung der Resultate der Wirkung verschiedener Reagenzien 
auf das Pepsin. 





—— 


Fermentmenge Ausbeute 
Fallungsmittel angewandt an Fallung Wirksamkeit Bemerkungen 
in g me 
Safranin . ; 2.0 0,27 Schwach Fallung vollstindig 
aber inaktiviert 
Pikrinsaure. . : 2,0 Gut Unvollstandig 
Silberpikrat .. . 1,0 0,545 2,2 mal Vollstandig 
besser als das 
Ausgangsm. 

Bleipikrat . . . . 1,0 0,551 2.0 é 

verd. 1:2 0,2 0,074 3.1 ° 

i ee Unvollstandig 
Que sssilberpikrat . 0,2 0,0985 2.3 Vollstandig 
Bleiacetat neutr. 2.0 1,22 2.0 ‘ 
Silberacetat. . . . 0,6 0,327 2.0 ° 
Naphtholgelb S . . 0,2 _ - Kleiner inakt. Nd. 
Bariumacetat . . 0,6 0,04 Nd. inakt., Mutter! 
aktiv 

Rariumpikrat . . . 10,0 0,348 Ebenso 
Natriumpikrat . . 0,5 — _— Kein Niederschlag 
\lkohol 80—60% ig 1,0 0,2615 5,0 Vollstandig 


Fraktionierung des Pepsins. 


Die Auffindung von léslichen Verbindungen des Pepsins fiihrte 
uns zum partiellen Eimengen der Lésungen und Fraktionierung des 
Enzyms. Die Leichtléslichkeit der Ba- und Na-Salze des Pepsins 
scheint eine allgemeine Eigenschaft des Pepsins zu sein. Diese 
Eigenschaft ist vielleicht auf eine saure Gruppe im Pepsinmolekiil 
zuriickzufiihren. 


Fraktionierung mit Ba-Pikrat. 10g Pepsin wurden mit einer 
gesitttigten Lésung dieses Salzes versetzt. 348 mg eines inaktiven 
Niederschlags wurden abgetrennt und die Mutterlauge durch partielles 
Einengen im Vakuum fraktioniert. Die so erhaltene zweite Fraktion 
betrug 218 mg und erwies sich ebenfalls als inaktiv. Die dritte Fraktion 
wog 127g und zeigte eine 4fache Reinigung. Die vierte (680 mg) 
und fiinfte Fraktion, durch Einengen zur Trockne gewonnen (9,76 g), 
waren 3,8mal weniger wirksam als das Augangsmaterial. Die einzelnen 
Fraktionen unterschieden sich voneinander in Farbe und Léslichkeit 
und ergaben, auf Bariumgehalt analysiert, fast denselben Gehalt, 
nimlich etwa 5%. Die inaktiven Fraktionen waren demnach nicht 
etwa Bariumpikrat. Wir ersehen aus diesem Versuch, da$ durch frak- 
tionierte Abscheidung wohl eine Trennung und Anreicherung des Enzyms 
stattfindet. Der groBe Aktivitatsverlust deutete schon darauf hin, 
da8 das Enzym nicht eine einzige Substanz darstellt. Diese Vermutung 
wurde daraufhin an analogem Material gepriift. 


Biochemische Zeitschrift Band 191 13 














194 H. Elblinger u. C. Funk: 


Fraktionierung mit Ba-Acetat. 0,5 g Pepsin wurden mit einer Mey, 
Ba-Acetat versetzt, die dem Ag-Gehalt des Pepsin-Ag-Acetatnie |e, 
schlags entsprach. Der erste inaktive Niederschlag wurde abgetreyy) 
und die Mutterlauge im Exsikkator langsam abgedunstet. Als ein zehntey 
Teil des urspriinglichen Volumens zuriickblieb, wurde die erste Frakt io) 
abgetrennt, die 50,6mg wog und die Starke des Ausgangsmaterials 
zeigte. Zur Mutterlauge wurde ein halbes Volumen von Alkoho! hin 
zugesetzt. Die abgeschiedene 2weite Fraktion (45 mg) zeigte fast ya 
keine Wirkung. Weiterer Zusatz von Alkohol ergab die dritte Fraktio) 
(196 mg) von einer Starke des Ausgangsmaterials. Die vierte Fraktioy 
(36 mg) war inaktiv, wahrend die fiinfte, die dlférmig war (348 mg) 
wieder eine Spur von Aktivitaét zeigte. Diese Fraktionierung erga! 
somit auch ein merkwiirdiges Verschwinden der Aktivitat. 

Fraktionierung mit Na-Pikrat. Versuchl: Zu 0,5g Pepsin in 
8cem Wasser wurden 0,48 g Natriumpikrat (Aquivalent von Ag i) 
Ag-Acetatfillung) in 35ccm Wasser zugesetzt. Es entstand zuers' 
keine Fillung. Die Lésung wurde daraufhin auf 15cem im Exsikkatoy 
eingeengt. Die erste Fallung (2 mg) war inaktiv. Zum Unterschie:! 
von anderen Pikraten wirken hier die Fallungen erst milchkoagulierend 
nach dem Zerlegen des Niederschlags. Die Mutterlauge wurde weiter 
auf 8cem eingedunstet. Die Abscheidung betrug jetzt 73,2 mg un 
wirkte nur auBerst schwach. Weiter eingeengt zu 4cem. Die jetz 
erhaltene Fraktion (285 mg) besitzt wieder schwache Wirkung. Schlies- 
lich wurde der Riickstand zur Trockne eingeengt und wog 577,8 mg. Dic 
Wirkung glich der des Ausgangsmaterials. Dieser gréBere Niederschlag 
welcher mehr kristallinischen Charakter besaB, wurde durch Auslauge) 
mit 98 °,,igem Alkohol weiter zerlegt. Es wurden so wieder drei neue Frak 
tionen erhalten. 

1. Alkoholisches Filtrat, das eingedampft 109mg wog und in 
aktiv war. 

2. Wasserléslicher Teil des in Alkohol unléslichen Riickstandes 
(426 mg), schwach wirksam, und 
; 3. wasserunléslicher Teil (35 mg), der nicht untersucht werden 
konnte. Beim weiteren Fraktionieren einer Fraktion, die die Starke 
des Ausgangsmaterials besaB, wurde ein fast totaler Schwund der 
Aktivitat konstatiert. 

Versuch II: Um einen Uberschu8 von freiem Natriumpikrat zu 
vermeiden, wurde der Versuch dahin modifiziert, da& nur die Hilfte 
des Na-Pikrats zur Anwendung kam. Die Lésung wurde gleich zw 
Trockne eingeengt und der Riickstand mit Aceton erschépft. In dieser 
Weise wurden zuerst zwei Fraktionen erhalten, nimlich eine aceton 
unlésliche, die 497 mg betrug, und eine acetonlésliche, die 240 mg wog 
Die Priifung der Fraktionen ergab, daB die erste die Aktivitat des 
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Ausgangsmaterials zeigte, waihrend die zweite total unwirksam war. 
Das Resultat war, daB trotz der Abtrennung von einem Drittel des 
naktiven Materials die Aktivitaét der tibrigen zwei Drittel nicht ent- 
grechend in die Héhe ging. Daraufhin wurde die aktive Fraktion in 
-iner minimalen Menge Wasser gelést und von einem unldéslichen, 
unkelbraunen Anteil (10,7 mg) abgetrennt. Zu der Mutterlauge 
wurden Ileem Aceton zugesetzt. Nach 24stiindigem Stehenlassen 
wurde der Niederschlag (233 mg) abgeschleudert und die Mutterlauge 
vieder mit einem Uberschu8 von Aceton versetzt. Nach dem Ab. 
rennen der Fallung (100 mg) wurde die letzte Mutterlauge zur Trockne 
erdampft (126mg). Die Priifung ergab, daB die erste Fraktion wie 
s urspriingliche Pepsin wirkte. Die zweite war inaktiv und die dritte 
fast inaktiv. Also erhéhte sich auch hier trotz der Abtrennung von 
naktiven Fraktionen die Aktivitat nicht. Wir waren deshalb gezwungen, 
mzunehmen, daB das Pepsin keine einheitliche Substanz ist und min- 
destens aus zwei Substenzen besteht. In neu angelegten Versuchen 
schritten wir zur Kombination der Fraktionen. 


Besteht das Pepsin wie das Trypsin aus inaktivem Ferment und Kinase * 


Wahrend verdiinnte Ba- und Na-Pikratlésungen kein Pepsin 
niederschlagen, gelingt es, dies bei Anwendung von sehr konzentrierten 
Lésungen zu erreichen. In den neuen Versuchen wurden 0.25 ¢ 
Pepsin nur in leem Wasser gelést und dazu eine bei 35° gesittigte 
Ne-Pikratlésung tropfenweise zugesetzt. Um einen UberschuB zu ver- 
meiden, der sogar den schon entstandenen Niederschlag teilweise wieder 
auflést, wurde die Fallung jedesmal abgeschleudert und mit dem 
Zutropfen nur so lange fortgefahren, solange noch ein neuer deutlicher 
Niederschlag entstand. In dieser Weise wurde ermittelt, daB 0,9 ccm der 
Ne-Pikratlésung zur Fallung geniigt. Nach laingerem Stehenlassen 
wurde der Niederschlag (13 mg) abgetrennt. Durch peinliches Aus- 
titrieren wurde ermittelt, deB der Niederschlag in Menger, von 0,165 cem 
uf Edestin wirkte, die Mutterlauge dagegen in Mengen von 0,115 ccm 
Bei der Kombination der beiden zerlegten Fraktionen wurde ermittelt, 
daB beide schon in einer Menge von 0,055 ccm wirkten, also ein Drittel 
der ersten Fraktion und die Halfte der zweiten Fraktion. Durch 
Vergleich der Starke des Ausgangsmaterials wurde ausgerechnet, daB 
i3mg Fallung wie 2,43mg des Pepsins wirkten und 237mg der Mutter- 
lauge wie 132,0 mg des Pepsins. Die Gesamtaktivitat beider Fraktionen 
entsprach 134,43 mg des Pepsins, somit fast 50°, Verlust der Aktivitat. 
Die Kombination beider Fraktionen gleicht der Aktivitat von 273,3 mg 
Pepsin. Das Pepsin wurde somit vollstandig rekonstruiert. Der Befund 
von 23mg mehr Pepsinaktivitat liegt wahrscheinlich in der Fehler- 
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grenze der benutzten Bestimmungsmethoden oder ist auf Eliminicruny 
von Hemmungsstoffen zuriickzufiihren. Wenn wir uns noch yoy 
Augen fiihren, daB der Na-Pikratniederschlag so léslich ist, daB scho, 
Beriihren mit der Hand eine teilweise Lésung herbeifiihrt und da doy 
Niederschlag aus diesem Grunde nicht ausgewaschen werden durft, 
so ist die erzielte Trennung eine recht gute. Es muB aber betont werden 
daB die Fallung, die nur durch Auslaufen der Mutterlauge getreny 
wurde, etwas von der Mutterlauge beibehielt, wihrend die Mutterlaug, 
selbstverstiandlich etwas von der Fillung gelést enthalten muBte. |)e; 
Versuch wurde mit dem gleichen Resultat wiederholt. 

Es muB betont werden, daB gleichzeitig mit den Edestinproben 
auch Milchproben angesetzt wurden. Wenn man die Dualitit des 
Pepsins und Chymosins annimmt, ist es schwer zu begreifen, dal bei 
der Kombination der beiden Faktoren dasselbe optimale Verhaltnis fiir 
beide Substrate besteht. 

Versuche, das Pepsin und das inaktivierte Pepsin zu aktivieren. Lie 
Gegenwart der Kinase in der Fallung vermutend, versuchten wir, eine 
gewohnliche Pepsinlésung zu aktivieren. Eine Pepsinlésung, die in 
einer Menge von 0,065 ccm Edestin verdaute, wurde in verschiedenen 
Mengen mit 0,03 ccm des vermutlichen Aktivators versetzt. Die Aktivitit 
wurde dann schon in 0,04ccem des Pepsins gefunden. Bei der Be. 
rechnung der Verdauungskraft beider Zusiitze wurde eine Aktivierung 
von tiber 20°, erhalten. Ob die geringe Aktivierung, die noch fast in 
der Fehlergrenze liegt, auf einen schon optimalen Gehalt des Aktivators 
im Pepsin selbst beruht oder darauf zuriickzufiihren ist, daB der Aktivator 
sich in der Mutterlauge und nicht in der Fallung befindet, wurde nicht 
ermittelt. 


Im nachsten Versuch trachteten wir, ein Pepsin zu aktivieren, das 


durch Verdiinnung fast unwirksam geworden ist. Eine Aktivieruny , 


konnte in diesem Falle nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden 
Zu den obengenannten Einwinden kommt hier noch hinzu, daB das 
Enzym selbst hier die Wirksamkeit verlieren konnte. 

Da das Pepsin zum Trypsin groBe Analogien zeigt, haben wir 
endlich versucht, ein durch Sodalésung inaktiviertes Pepsin mit Hilfe 
der Enterokinase in ein trypsinihnliches Enzym zu verwandeln. Die 
Versuche schlugen vorlaufig fehl. 


Zusammenfassung. 


1. Das Pepsin 14Bt sich mit Schwierigkeit chemisch bearbeiten, 
veil seine wasserigen Lésungen durch allzu groBe Verdiinnung, Beweguny 
vielleicht auch teilweise durch Luftzufuhr, schnell inaktiviert werden 
Manche Eingriffe, wie z. B. Einfiihren von Alkohol oder Aceton in 
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iiegonwart von Mineralsiuren, verwandeln das Pepsin in eine unlésliche 
Verbindung, aus welcher es nicht gelang, das Enzym wiederzugewinnen. 

2. In Gegenwart von Pikrinsiure oder deren Salze wird das Pepsin 
stabiler und 1aBt sich leichter bearbeiten. 

3. Durch eine Reihe von Reagenzien laBt sich das Pepsin, und zwar 
yeistens nur in konzentrierter Lésung, quantitativ abscheiden. 

4. Es kann nicht entschieden werden, ob die Fallungen echte 
Verbindungen oder nur Adsorptionserscheinungen sind. Die gréBere 
Stabilitat, sowie der Umstand, daB manche Reagenzien nur total 
inaktive Fallungen erzeugen, sprechen fiir die erste Auffassung. 

5. Die Léslichkeit der Ba- und Na-Salze, sowie die Unléslichkeit 
der Salze der Schwermetalle, sprechen vielleicht fiir die Anwesenheit 
von sauren Gruppen im Pepsinmolekil. 

6. In unseren Versuchen gingen stets die verdauende und die 
abende Wirkung einander parallel. 

7. Durch die in der Arbeit angewandten Reagenzien wurde das 
Pepsin 2 bis 5mal gereinigt. Nach unseren Versuchen schien es voreilig, 
einen gréBeren Reinheitsgrad jetzt schon zu erstreben, weil durch 
Fraktionierung der in Wasser léslichen Verbindungen deutlich der 
Kindruck gewonnen wurde, daB das Pepsin, wie das Trypsin, aus in- 
iktivem Ferment und Kinase besteht. In der Tat wurden zwei 
Fraktionen erhalten, die, obwohl von einer quantitativen Trennung 
nicht die Rede sein kann, einzeln genommen viel schwiicher als in 
Kombination wirkten. Bei dem Vermischen beider Fraktionen lieB 
sich das Pepsin vollstandig in der Wirkung regenerieren. 
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IV. Mitteilung: 


Die Reaktionsformen des normalen Hundes bei intravenéser Dauerinjektion 
des Traubenzuckers'. 


Von 
M. Wierzuchowski und H. Gadomska. 


(Aus der Stoffwechselabteilung der Universitat Warschau, zeitweise bein 
Institut fiir physiologische Chemie, Warschau.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1927.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. - 

Bei der intravenésen Traubenzuckerinjektion hat die Forsche: 
am meisten die Schwelle der ,,intravenésen Toleranz‘’ und. im Zu 
sammenhang damit, die Durchlissigkeit der Niere fiir Glykos 
interessiert. Deshalb haben sie die Injektionsgeschwindigkeit of 
gewechselt, um solche Bedingungen zu treffen, bei welchen der Trauben 
zucker in den Harn iibergeht, und auf diese Weise die physiologiscl: 
Konstante, wofiir sie die intravenése Toleranz fiir Glykose betrachte' 
haben, unter verschiedenen Bedingungen zu bestimmen. Unser Pla: 
geht in ganz entgegengesetzter Richtung. Wir wollen den Tieren den 
Traubenzucker mit immer gleicher, konstanter Geschwindigkeit ein 
fiihren, und wahrend der Zuckerreiz sich immer gleich bleibt, werden 
wir die Verschiedenheit der Reaktion bei verschiedenen tierischen 
Individuen derselben Gattung zu finden suchen. Soviel uns bekannt 
ist, ist ein solcher Versuch in einem etwas gréBeren MaBstabe mit 
solcher Injektionsgeschwindigkeit und von solcher Injektionsdauer 
wie wir hierbei angewandt haben, in der Literatur nicht zu finden 


1 Die ersten Publikationen dieser Serie erschienen im Journ. of bi 
Chem. 68, 631; 78, 417 und 445. 
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2. Technische Bemerkungen. 


In allen Versuchen, die wir angestellt haben, wurde die Glykose mit 
jay Geschwindigkeit von 2g pro Kilogramm Kérpergewicht und Stunde 
wif die schon beschriebene Weise injiziert [Wierzuchowski (1)], naimlich mit 
ner elektrisch getriebenen kleinen Spritze, die eine bestimmte Fliissigkeits- 
enge, auf die sie eingestellt war, auf eine kontinuierliche Weise in die 
Vene einfiihrte. Die eingespritzte Menge wurde fortwahrend mittels einer 
kalibrierten Biirette kontrolliert und jede, selbst die leichteste Verainderung 
er Gesehwindigkeit, wurde sofort ausgeglichen, so daB es uns leicht war, 
len Experimentalfehler der Injektion innerhalb von 1°, wahrend einer 
Zeit, die ohne Unterbrechung bis 17 Stunden dauerte, einzuhalten. Diese 
enauigkeit stimmt also mit jener iiberein, welche im besten Falle die 
hemischen Methoden besitzen, die wir hier angewandt haben. Wahrend 
ehrere Stunden dauernder Zuckerinfusionen kommt es zuweilen in 
spateren Phasen des Versuches vor, daB sich in der Vene, in welche die 
injektionskaniile eingesteckt ist, eine Thrombose bildet, die einen starken 
Widerstand der eingespritzten Fliissigkeit entgegensetzt. Dieser besondere 
Umstand J4Bt sich sofort daran erkennen, daB sich die AusfluBgeschwindig- 
keit aus der Biirette vermindert, was iibrigens sofort ausgeglichen werden 
kann. Der Druck aber innerhalb der Vene wird so stark, daB die eingespritzte 
Flissigkeit durch die Wand der stark gedehnten Vene in die umgebenden 
Gewebe hineinzusickern beginnt und eine sich standig vergréBernde 
Schwellung rings um die Kaniile bildet, mit dem Resultat, daB die Blut- 
und Harnzuckerkurven fallen, da weniger Zucker in die aktive Zirkulation 
eingefiihrt wird. Solche Versuche haben wir zuriickgewiesen. 


{ 


Als Glykosepraparat haben wir ,,Traubenzucker purum Merck“ ver 
wendet. Seine Lésung war immer 20°%ig, genau polarimetrisch bestimmt, 
auf mehrere Stunden vorher aus frisch bidestilliertem Wasser bereitet und 
wecks Sterilisierung unmittelbar vor dem Versuch durch ein Berkefeld- 
filter durchgelassen. Diese Lésung, durch die Injektionsmaschine durch- 
gefiihrt und aus der Kaniile flieBend, hat sich immer analytisch als eine 
gewohnliche a, B-Glykosemischung im Gleichgewicht gezeigt, und intravendés 
einem normalen Tiere eingefiihrt, hat sie nie toxische Erscheinungen hervor- 
gerufen. Als Insulinpréparat haben wir das Scheringsche in Pulverform 
in speziellen Ampullen (Chemische Fabrik auf Aktien, vorm. E. Schering), 

welchen auch die Lésung des festen Praéparates geschah, verwendet 


Als Versuchsobjekte haben wir normale Hiindinnen verschiedener 
tassen gewéhit. Sie waren in Stoffwechselkafigen untergebracht und mit 
mmer gleichférmiger, gemischter Nahrung gefiittert, die geniigend war, 
im die Tiere im Stoffwechselgleichgewicht zu erhalten. Kérpergewicht 
wurde nach Harnablassen und Defakation gemessen. Einem neuen Versuch 
wurde das Tier nur in dem Falle unterworfen, wenn es sich weiter ganz 
normal zeigte, obwohl es iibrigens nicht immer dasselbe Gewicht wie 
vor dem vorhergehenden Versuch aufwies. Etwa 16 Stunden nach der 
letzten Fiitterung wurde es, lose gebunden, auf einen Tisch gelegt, und nach 
\, bis 2 Stunden vollkommener Ruhe wurde ihm eine Blutprobe aus einer 
der oberflachlichen Venen ohne Stauung genommen. Nachher wurde mit 
Glykoseinjektion angefangen, wahrend welcher von Zeit zu Zeit der Harn 
quantitativ stundenweise gesammelt und aus einer in Novokainanisthesice 
abpréparierten oberflichlichen Vene ungefahr in der Mitte der ent- 
sprechenden Stunde Blut ohne Stauung genommen wurde. Als Anti- 
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koagulans fiir das Blut wurde eine Mischung von Natriumfluocri:| 
Kaliumoxalat verwendet. Das Verhalten der Tiere wahrend der Vers 
war meist einwandfrei. 

Harnzucker wurde polarimetrisch bestimmt und mittels der Beytrq, 
schen Methode kontrolliert, Blutzucker nach Hagedorn-Jensen (2). } 
diese Methode haben wir uns eine eigene Tafel der Korrekturen angefert ig; 
die nur sehr wenig von den Angaben der Originalarbeit abwichen.  }jj, 
die Bestimmung der Blutmilchsaéure haben wir die bekannte Permanyan,; 
methode angewandt. 

Die Permanganatmethode ist, wie jede Milchsiurebestimmungsmet hock 
nicht fiir Milchséure spezifisch und eine Reihe von Kérpern wird durch si 
mitbestimmt. Es scheint aber wenig wahrscheinlich, daB bei Zucker- ode) 
Insulineinspritzung diese K6érper eine gréBere Rolle beim Steigen de) 
..Milchsiiure“werte iiber den Ausgangspunkt spielen. 


Der Begriff der assimilativen Geschwindigkeit. Mit der Glykos: 
die einem normalen Tier eingespritzt wird, kann folgendes geschehen 


1. Meistenteils wird sie assimiliert (Oxydation, Polymerisation us 


2. Teilweise bleibt sie als Glykose, in Stauung begriffen, in den 
Korpersaéften und -geweben, erhéht den Blutzuckerspiegel und ent 
zieht sich zeitweilig der Assimilation. 


3. Ein Teil kann im Harn erscheinen, wenn 1. und 2. nicht aus 
reichen. Es folgt daraus, da die Summe dieser drei Prozesse der Gly kos: 
menge gleich sein muB, die in der entsprechenden Zeiteinheit eingefiihri 
wird. Nennen wir die assimilative Geschwindigkeit fiir Glykose », 
die Injektionsgeschwindigkeit ;, die Exkretionsgeschwindigkeit — », 
und die Stauungsgeschwindigkeit v,, alle Werte in Gramm Glykose 
pro Stunde fiir das ganze Tier ausdriickend, so ist 


v; Va + 7 v, + e, 
und 
Ug % — Ve — %, 


d.h. die assimilative Geschwindigkeit des ganzen Tieres fiir Glykose 
gleicht der Zufuhrgeschwindigkeit, vermindert um die gleichzeitig mit 
dem Harn entfernte Menge und diejenige Quantitat, die unassimiliert 
im Ké6rper staut. Auf Grund ausgedehnter Untersuchungen sagt 
Palmer (3): ,,Die Konzentration der Glykose in Geweben variiert 
direkt mit dem Grade der Hyperglykimie. Uns darauf stiitzend, 
vermégen wir die Geschwindigkeit der Glykosestauung aus der Differenz 
der Blutzuckermenge am Anfang und am Ende des fraglichen Zeit- 
abschnittes annihernd zu berechnen. Dazu miissen wir aber zweierlei 
annehmen: 1. daB Blutglykose sich im Diffusionsgleichgewicht mit 
der Glykose in den Geweben befindet, und 2. daB 50%, Kérpergewicht 
Wasser ist. Wenn wir die Blutzuckermenge am Anfang der fraglichen 
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»riode ¢ und am Ende c, nennen, beide in Prozenten ausgedriickt, 
Per 1 2 
W Kérpergewicht in Kilogramm bedeutet, so ist 


W 


v, 10 (¢,—c)--5 *. 


ind 


Zwar ist das Blutplasma beim Hunde etwas zuckerreicher als die roten 
Blutkérperchen, aber dieser Unterschied ist zu unbedeutend, als daB 
man ihn in dieser sowieso approximativen Berechnung in Betracht 
riehen miBte. Da v, in unseren Versuchen immer 2 g pro Kilogramm 
ind Stunde betrug, so ist 
a 2.W— vw, — 5(c, — c,) . W. 
Um die assimilative Geschwindigkeit bei Individuen verschiedenen 
Gewichtes vergleichen zu kénnen, mu8 man sie pro Kilogramm Kérper- 
vewicht ausdriicken 
vY% 


v, pro kg 2 W O(¢, — ¢). 


Wie aus dieser Formel ersichtlich ist, verringert sich die assimilative 
Geschwindigkeit, wenn 1. die Exkretionsgeschwindigkeit sich ver- 
gréBert, oder 2. der Blutzucker steigt, oder 3. beide Verainderungen 
zusammen vorkommen. Durch die Berechnung der assimilativen 
Geschwindigkeit bekommen wir eine Einsicht in die Totalitat der 
Vorginge, die in den Geweben bei der Traubenzuckerassimilation vor- 
kommen. Der hier benutzte Begriff ist viel praziser als der der 
intravendsen Toleranz, da er sowohl die Zufuhrgeschwindigkeit der 
Glykose, als auch die Harn- und Blutzuckerveranderungen auf einmal 
beriicksichtigt. 
3. Resultate. 

Wir haben zwei extreme Reaktionstypen isoliert. 

A. Assimilative Reaktionsform. Hiindin 7 (Spitz) wurde am nachsten 
Tage nach der Ankunft im Laboratorium einem Versuche unterworfen 
(Tabelle 1). Die Menge der Harnglykose, pro Kilogramm Kérpergewicht 
berechnet (v,/W), betrug in der ersten Stunde 0,108 g, in den folgenden 
begann sie gewaltig zu sinken, so daB endlich in der sechsten Versuchs- 
stunde im Harn keine Glykose mehr weder polarimetrisch, noch durch 
Reduktionsmethoden (Fehling) zu finden war. Der Blutzucker sank 


* In einem Versuche Palmers (Hund Nr. 350), der als vollstandig 
angesehen werden kann, betrigt die Glykosemenge im Kérper, nach der 
Fiitterung derselben, nach obiger Formel berechnet 7,50 g und Palmers 
{nalysen gem&B 7,15 g (nach AusschluB der hohen Werte in der Magen 
darmwand, die durch unmittelbare Resorption bedingt waren, und Er- 
setzung derselben durch solche Werte, die man bei intravenédser Glykose 
injektion findet). Der Unterschied ist also unbedeutend. 
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parallel von 235 mg-°%, bis auf 137 mg-°%,, woraus ersichtlich ist. a) 
das Nichterscheinen der Glykose im Herne nicht durch des ,,Nicrey 
filters’ Verdichtung fiir Glykose bedingt sein konnte. Dieselbe For, 
der Zuckerkurven tritt bei folgenden zwei Versuchen hervor (Tabe!le [| 
und II1), die nach 11 und 35 Tagen Aufenthalt im Kafig ausgefiihr 
wurden, aber immer gréBere Glykosemengen erscheinen im Hary 
und eine immer gréBere Hoéhe erreicht die Blutzuckerkurve von der 
zweiten Versuchsstunde an. Diese Hiindin, sowie auch andere hie; 
benutzte Tiere waren (wie schon erwaihnt) ganz normal, ihr Kérpe: 


Tabelle 1. 
Hiindin Nr. 7, Versuch 1. Rasse: Spitz. K6érpergewicht 8,5 kg. Am Tag 
vorher ins Laboratorium eingeliefert und wie gewéhnlich vorbereitet. Assi 
milative zweiphasige Reaktionsform. 








Harn Blut Sas 
Periode 1. Marz 1927 Glykose 
Menge Zucker — 
ge pro kg Reduk- : 
funden tion 

com g ry (Febl.)) mge®/o | mg); g 

Niichtern vor der Injektion 0 0 86 18,8 
| 1. Injektionsstunde . . . 26 «600,92 (0,108| ++ 235 27.6 1,15 
2 - ch a 5 0,18 (0,021; + 2,21 
3. a a 10 0,03 | 0,004 0 144 2,23 
Il 4. ” ime Psd 7 0,03 | 0,004 0 2.1 
5. A ee 5 | 0.08 | 0,004 0 137 2.01 
6 2 ...t 0 0 0 yi" 


Tabelle 11. 


Hiindin Nr. 7, Versuch 2. Koérpergewicht 8,5 kg. Assimilative zweiphasig: 
Form 11 Tage nach der Ankunft im Laboratorium. 





Hara Blut 
Periode > 11. Marz 1927 Glykose aS Milchs 
Menge Zucker ‘sure 
getunden pro kg 

ccm g 8 mg-"/5 meg’! 
Niichtern vor der Injektion 0 78 8,2 é 
I 1. Injektionsstunde . . 43 1,77 0,208 247 18,9 0,95 
2. . 24 0,62 0.073 2 (2 
3. Yd (0,22 0,026 209 | 20,0) 2.07 
4. > 72 0,90 0,106 2,(K 
I] 5. 2 aes 15 0,10 0,012 165 | 183 2.10 
6. pt ; : 39 0,06 0.007 1.95 
7. - 30 011 0,013 182 | 24,1 | 1.97 
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Tabelle III. 


Hiindin Nr. 7, Versuch 3. K6érpergewicht 8,2 kg. Assimilative zweiphasige 
Reaktionsform 35 Tage nach der Ankunft des Tieres im Laboratorium. 





Harn Blut vis 
eo” 
; " 2 s&s 
rende Apt 1 Cee ere 
Menge Zucker siure |< 4 a 
getunden pro kg “5 E 

ccm ry ry mg’/o mgre%o = g 

Niichtern vorder Injektion 0 73 = «15,7 

1. Injektionsstunde . . . 24 1,90 0,232 0,95 
I 2. - + 4 20 1,91 0,233 237 «24,4 1,77 
3. js 25 1,82 0,222 1,86 
4. 8 0,78 0,095 206 4244 1,98 
I 5. . 7a 25 0,67 0,082 1,93 
6. ‘ gat 70 0,88 0,107 202 1,90 


gewicht war wahrend dieser Versuchsserie ziemlich konstant wnd auBer 
den hier beschriebenen wurden in dieser Zeit keine anderen Versuche 
an diesem Tiere gemacht. 


In diesem Reaktionstypus (assimilativ zweiphasig oder abfallend) 
kann man zwei Perioden unterscheiden: 


in der ersten staut sich die Glykose in den Kérpersaften und -geweben, 
die assimilative Geschwindigkeit ist klein, die Glykosurie ziemlich 
stark und der Blutzucker hoch, 


in der zweiten vermindert sich die Zuckerstauung in Geweben, 
worauf das Sinken des Blutzuckers hinweist, die assimilative Ge- 
schwindigkeit steigt gewaltig, und in extremen Fallen scheint sie zeit- 
weise die gleichzeitig injizierte Glykosemenge zu iiberschreiten, die 
Harnzuckermenge nahert sich dem Nullpunkte, um ihn zuweilen zu 
erreichen, Wenn endlich die Verhiltnisse stabil werden, verarbeitet 
der Kérper genau oder fast genau so viel Glykose, als ihm zugefiihrt 
wird, d. h. die bei dieser Injektionsgeschwindigkeit maximale Menge. 


Je linger das Tier ein inaktives Leben in Laboratoriumsbedingungen 
fiihrt, desto mehr verschlechtert sich seine assimilative Geschwindigkeit 
in den beiden Perioden. In der angegebenen Versuchsserie verlingert 
sich die erste Periode (Tabelle 111), und die Zuckerkurven wahrend 
derselben werden héher, in der zweiten steigen sie verhaltnismaBig 
noch viel héher, als in der ersten. In verschiedenen Versuchsserien 
kénnen beide Perioden individuell verschieden stark beeinfluBt werden 
Wie schnell die Veranderungen erfolgen kénnen, zeigt folgende Zu- 
sammenstellung : 
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Hiindin 7 ; 

Versuch aon 
Nr. 1927 
I 1. Il. 
2 11. Il. 
3 &. i¥. 


Das Tier 
verweilt im 


ee, 

Die aus . 

Glykose dene Mer — . 
ge is 


in‘iziert 


Glykose 
ausgeschieden 


Laboratorium pro kg u. Stde. pro kg u. Stde. ed - a 
Tage g - 
1 2,00 0,024 1.2 
11 2.00 0,072 6 
35 2.00 0,162 8.1 


Aus der totalen Menge von 12 Hunden, die wir fiir diese Arbeiy 
untersucht haben, haben wir diesen Reaktionstypus in reiner Fory 
auBer dem obengenannten noch bei folgenden Tieren getroffen: Hiindiy 2 


Bla trmschsauwre 


Blutzucker 


2 8s 
§ sss 


Harnrne AGE 
ccyn 


N 
Ss 


S 
~ 
S 





1arng: AOoseé 
grrokg 





72. 2:8 8 
Injektionsshunder 


. Abb. 1. 
Hiindin 6, Versuch 2. 
Kérpergewicht 9,7 kg. 
Seit zwei Wochen im 
Laboratorium. Assi- 
milativer zweiphasi- 
ger Reaktionstypus. 


Glykoseinfusion gegeben. 








(Bulldogge, reiner Rasse), Hiindin 6 (Spitz 
Abb. 1) und bei Hiindin 12 (Polizeihund 
reiner Rasse, Tabelle IV). 
hier ohne EinfluB war, sowie auch das A}tey 
(es waren alles ausgewachsene Tiere) und 
die Diat (Hiindin 2 bekam Gr. Lusks Basa! 
diat), da der Harnzucker, wenn er da war 
als gewoéhnliche a, B-Glykose im Gleich 
gewicht identifiziert wurde und in den ly 
treffenden Versuchen nie Venenthrombos 
bemerkt wurde, miissen wir diese Reaktions- 
form im Gegensatz zu anderen als einen 
besonderen Reaktionstypus des Hundes im 
allgemeinen betrachten. Der Blutzucker bei 
diesen Tieren, im niichternen Zustande be- 
stimmt, zeigte keine besonderen Merkme| 

Eine gewisse Einsicht in den Mecha 


Da die Ress 


nismus dieses zweiphasigen assimilativen 
Reaktionstypus gestattet sein Verhalten 
gegen Insulin, das vor dem Beginn der 
wurde. Bei 


zweiphasige 


Glykoseinfusion 
Hiindin 12 haben wir die 
assimilative Form gefunden mit einer einige 
Stunden dauernden und nicht scharf ab- 
gegrenzten ersten Periode (Tabelle LV). In 
dem niachsten Versuche (Tabelle V) wurden 
diesem Hunde 100 Insulineinheiten sub 
kutan eine Stunde vor dem Beginn der 
Der Erfolg ist klar. Die erste Perioc 


eingespritzt 


der assimilativen Schwiaiche wurde durch das Insulin ganzlich auf- 


gehoben, und beim Vergleich dieses Versuchs mit 


dem _ vorigen 


sehen wir, daB eigentlich der ganze zweite Versuch, besonders aber 
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Tabelle IV. 

Hiindin Nr. 12, Versuch 1. Rasse: Polizeihund. Kérpergewicht 14,9 kg. 
\ssimilative zweiphasige Reaktionsform. Das Tier seit 26 Tagen im 
Laboratorium. 

Harn Blut 243 fs 
S25 555 
- == a 
Periode 2. Mai 1927 Glykose se Milch- 52 tse 
Menge : Zucker sdure 2 Zo 2 s 
tonden pro*¢ ‘Cs 
com 8 8 = mg/g, mge/o ry °C 
Nichtern vor der Injektion 0 82 15,0 
1. Injektionsstunde . . 20 1,44 0,097 223 17,1 1,20 39,5 
2. a .. 144 3,47 (0,233) 286 | 261 1,45 
| 3. ‘ ie 95 2,95 | 0,198 1,84 39,1 
+ 90 1,85 (0,124 271 216 191 391 
5 133 | 1,55 0,104 2,01 
Durchschnitt: 0,151 
6 . ; 82 | 0,97 | 0,065 226 22,2 2,95 
7. : .. 110 0,59 | 0,034 2,03 38,8 
it 8. . . . 125 0,26 | 0,017) 199 | 20,6 | 2,95 
9. ; ae 95 0,49 0,033 1,98 38.8 
10. . . . 120 | 0,38 | 0,026) 194 , 23,0 || 1.99 
11. ‘s .. 141 049 0,083 1,97 


Durchschnitt : 0,035 


der Blutzuckerspiegel an die zweite Periode des ersten erinnert 
Unter InsulineinfluB wurde die Harnzuckermenge, die wahrend der 
11 Stunden beim Hunde 12 ausgeschieden wurde, um 25 °%, vermindert, 
wobei nur in der ersten Periode eine Verminderung stattgefunden 
hat, wahrend in der zweiten die Harnmenge eher gestiegen ist. 
Die Menge der Harnglykose betrug nimlich in Tabelle IV in den ersten 
5 Stunden durchschnittlich 0,151 g/kg-Stunde, in den folgenden 
6 Stunden 0,035 g, dagegen in Tabelle V betrug sie in den ersten 5 Stunden 
0,062 g und in den niichsten 6 Stunden 0,069 g. Aus diesen zwei Ver- 
suchen ist es ersichtlich, daB die erste Periode nichts Unerschiitterliches 
darstellt, sondern durch gewisse Faktoren beeinfluBt und sogar auf- 
gehoben werden kanp. Insulin hat hier wahrscheinlich auf zweifache 
Weise gewirkt, erstens durch Erzeugung eines ,,Zuckervakuums™, 
zweitens assimilativ stimulierend. Sehr wahrscheinlich scheint uns 
die Erklarung, daB die erste Periode des zweiphasigen assimilativen 
Typus dank einer gewissen Art ,,Uberraschung der Assimilations- 
einrichtungen durch den Uberflu8 des Zuckerreizes und deren vor- 
iibergehende Schwiiche entsteht. Exogen eingefiihrtes Insulin hat diese 
Insuffizienz ausgeglichen. 

Es ist aber nicht Regel, daB alle Tiere von stirkerer Glykose- 
aviditaét im ersten Moment der Glykoseeinspritzung eine assimilative 
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Tabelle V. 








Hiindin Nr. 12, Versuch 2. Kérpergewicht 14,4kg. Seit 33 Tagen j, 488 
Laboratorium. InsulineinfluB auf die assimilative zweiphasige For, ty 
re sub 
Harn Blut Sus § . 
roe 2.2 vit 
a3 . se? 
zo 27 6 T 
9, Mai 1927 sivko == “ue 
ai Glykose ye Milch- Ay ees 
Menge Zucker toon SE o P 
gee pro kg LS Or - 
funden — 
com ry g mgr") mg"), x F 
Niichtern vor der Injektion 0 80 164 a 
100 Insulineinheiten subkutan 
Kine Stunde n. d. Insulininjektion 45 
1. Injektionsstunde* . . . . 11 = =0,50 | 0,035 176 | 26,7 1,31 359 
2 . ; ae 10 0,87 | 0,060 198 | 29,3 1,88 
3. * POW, ec, econ 16 = 1,20 | 0,083 1,90 39 
4. “i anc 61 1,18 |0,0982 203 229 1,91 
5. i 290.70 | 0,049 1.98 39) 
Durchschnitt : 0,062 
Na 
6. " ... . «123 | 0,55 |0,088 198 | 27,5 | 1,99 
7. e Sas . 165 0,74 0,051 1,91 
8. ‘ ....., 109 | 1,15 0,080 207 25,6 1,89 395 3 
9. : .....t 87 | 1,12 10078 1,93 , 
10. Re , . . | 125 | 1,42 (0,099 204 22,2 1,91 392 5 
11. . . . « « - | 106 | 1,01 | 0,070 1,93 39, 
Durchschnitt: 0,069 7 
* Mit der Glykoseinfusion wurde 1 Stde. nach der Insulininjektion angefangen. 
Tabelle Vi. 
Hiindin Nr. 10, Versuch 1. Rasse: Spitz, Kérpergewicht 10,7 kg. Seit alle 
35 Tagen im Laboratorium. Assimilative platte Reaktion. vol 
lel 
Harn Blut 222 Da 
ae, sz. Hii 
7. April 1927 ; es. . 
pri a ‘ Glybose a Milch : 2 Bh 
I se Z Se 1 
‘ gefunden pro kg — <3 = del 
ccm Fr g mg-"/y mgs"/o rt bet 
in 
Niichtern vor der Injektion . 0 82 12,8 les 
1. Injektionsstunde . . . . . 20 0,41 0,038 185 20,3 1,45 
2. ‘a peg My 0,10 0,009 2,00 im | 
3. 2 ithcreo 90 044 0,041 182 24,0 1,97 bet 
4. . eee 38 0,63 | 0,059 1,92 ie 
5. . ..... i 40 | O42 | 0089 | 189 | 21,0 | 1,94 = 
Durchschnitt : 0,036 ot 
ode 
Schwache zeigen. Hiindin 10 (Tabelle V1) zeigte ohne Insulininjektion ety 
keine erste Periode und hatte von Anfang an eine gleichmaBig niedrig: Es 


Glykosurie und ebensolchen Blutzuckerspiegel mit starker assimilativet Hé 
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pro 
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Geschwindigkeit. Die injizierte Glykose fand bei diesem Tier die 
ysimilativen Einrichtungen zur sofortigen vollen Reaktion bereit. 
kr war im allgemeinen ein sehr aktives Tier. Als Korrelat der steigenden 
subassimilativen Form, von welcher spiter die Rede sein wird, haben 
wir auch in der assimilativen Gruppe eine steigende Form, wenn auch 
our in einem Versuche, gefunden 
Tabelle VII. 
Hiindin Nr. 3, Versuch 1. Rasse: Mischling. Kérpergewicht 13,8 kg. Seit 
80 Tagen im Laboratorium. Subassimilative ansteigende Form 








ote 
Harn Blut >=“ 
eB. 
eu 
=é2 
5. Februar 1927 Glykos ES x 
y - Zucke Milche 4 5a 
Menge Lucker siure she 
gefunden pro kg cs 6& 
ecm g z mg: meg 2 
Nachtern vor der Injektion 0 82 24.4 
Injektionsstunde . Pp A, 35 2.90 0,210 
2 ‘ ee 35 2.99 0210 
5” 2 76 020 YS 1.3 
4 50 2.76 0,290 | 
j 148 3.77 0,269 283 24,2 1,74 
f ‘. ; ; 148 3,77 0,269 140 
7 " ; ia 127 4.36 0.316 297 29.2 1.65 
. “. 127 4.36 0.316 
B. Subassimilative Reaktionsform. Gemeinsames Kennzeichen 


ler Versuche an den Tieren dieser Gruppe ist, im Gegensatz zum 
vorher beschriebenen Typus, eine verhiltnismaBig betrichtliche Héhe 
der Harn- und Blutzuckerwerte bei intravenéser Glykoseinjektion 
Dazu ist noch ein besonderes Merkmal bei allen Versuchen an der 
Hiindin 3 der steigende Charakter der Harn- und zuweilen auch der 
Blutzuckerkurven (Tabelle VII bis IX, Abb. 2). Die Glykosurie in 
den Tabellen VII, VIII, IX und Abb. 2, vom ersten Moment recht 
bedeutend, vergréBert sich im Laufe des Versuchs, so daB sie schlieBlich 
in den Tafeln VIII, IX und Abb. 2 den Wert von etwa 25°, der in 
lerselben Zeit injizierten Glykosemenge erreicht. Wo der Blutzucker 
in der ersten Injektionsstunde bestimmt worden ist (Tabelle LX, Abb. 2), 
betrigt er 347 bis 365 mg-°%,, ist also um etwa 100 mg-°%, héher, als in 
den Versuchen auf Tabelle I bis 11] in der ersten Stunde. In den nachsten 
Stunden sinkt er entweder etwas unterhalb von 300 mg-%, (Tabelle V11) 
oder iiberschreitet diese Zahl (Tabelle VIII, 1X), ist also wieder 
etwa 100 mg-°%, héher als beim Hunde 7 wahrend entsprechender Stunden. 
Es sei darauf hingewiesen, da$ wir auch hier in der anfinglich gréBeren 
Héhe des Blutzuckers eine Spur von assimilativer Schwache sehen 
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Tabelle VIII. 


Hiindin Nr. 3, Versuch 4. Kérpergewicht 12,5 kg. Subassimilativ. a 
steigende Form nach 58 Tagen Aufenthalt im Laboratorium. 





Harn Blut 24s 
4. Miirz 1927 Glykose Es 
Menge me Zucker 33. 
gefunden pro kg 44 
com g & mgr" /o 8 
Nichtern vor der Injektion . 0 91 
1. Injektionsstunde . .. . 80 2.58 0,206 
2. z Sa ae 86 2,24 0,179 272 1,82 
3. a om - 82 1,48 0,118 1,88 
4. 2 a : 119 1,38 0,110 271 1,89 
5. es en ie 117 2,26 0,181 286 1.74 
100 Insulineinheiten subkutan 
6. - cee 4 95 3,12 0,250 1.65 
7 ‘ gx 107 4,54 0,363 330 1.54 
8. is oe 110 5,58 0,446 1,43 
9. = oS ie 1} 6,25 0,5 379 1,38 
10. = ey 6,30 0,504 1,47 
11. ke ‘ # 6,66 0,533 390 1.44 


Tabelle 1X. 


Hiindin Nr. 3, Versuch 5. Kérpergewicht 12,6kg. Subassimilative a: 
steigende Form nach 63 Tagen Aufenthalt im Laboratorium. 





Harn Blut 243 
9. Marz 1927 Glykose ae Mtlch. : eo 
Menge Zucker seme S38. 
gefunden pro kg P “Gs 
com g x mg-°| 0 mg" £ 
Niichtern vor der Injektion . 0 80 11,7 
1. Injektionsstunde. . . . . 53 | *2,61 ~~ 0,207 347 13,2 0.46 
2. 9 “rte 104 4.73 0,375 1,77 
3. - ‘ 75 3,56 | 0,283 291 31,4 1,56 
4. . Age 113 3,31 0,263 1,72 
5. , ’ 126 342 0,271 297 31,8 1,71 
6. » nor ; 129 5,48 | 0,435 1,45 
7. 2 i ae é. 125 6,39 0,597 342 1.38 
8. ‘ ees aN 84 4.76 0,878 


kénnen. Die assimilative Geschwindigkeit ist sehr niedrig in der ersten 
Stunde, erhebt sich manchmal] wahrend einer Stunde bis 1,92 (Abb. 2 
und fallt in den niachsten bis 1,70 (Tabelle VII), oder selbst bis 1.40 
bis 1,50 (Tabelle VIII, IX, Abb. 2). Beim niichternen Tiere hat cer 
Blutzucker keine Abweichungen von der Norm gezeigt. Dieses Tier 
ist ziemlich langsam, nicht gefriBig gewesen, hat aber wahrend «er 
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helbjahrigen Observation nicht das geringste Zeichen einer Abnormalitat 
gezeigt und hat einer besonders langen Versuchsserie als Objekt gedient, 
im Mai und Juni innerhalb des Laboratoriums frei gelassen, hat es viel 
Aktivitat gezeigt, was aber seine assimilativen Krafte nicht beeinfluBt 
hat. Die drei ersten Versuche zeigen (die in der folgenden Zusammen- 
stellung angegebenen Zahlen beziehen sich nur auf die ersten 8 Stunden 
der entsprechenden Versuche) den Wert der Glykosurie von etwa 
\2°, der injizierten Menge, in den nachsten wird die Glykosurie um 
«» gréBer, je langer das Tier im Laboratorium verweilt. 





Die ausyeschie- 


Hindin 3 Das Tier Glykose Glykose dene Mince ist 
Zeit verweilt im injiziert ausgeschieden im Verhaltnis 
Versuch Laboratorium pro kg u. Stde. pro kg u. Stde. 24, injizierten 
Nr 1927 Tage ra g 0%}, 
5. IL. 30 2,00 0,249 12.4 
3 23. Il. 49 2,00 0,245 12,3 
4* 4. II. 58 2,00 0,232 11,6 
5 9. III. 63 2,00 0,349 17,0 
s* 8. VI. 154 2,00 0,380 19,0 


* In diesen Versuchen wurde gegen Ende eingespritzt (wihrend der letzten 


} Stunden der hier betrachteten 8 Stunden) | 


Wir haben diesem Tiere in Tabelle VIII und Abb. 2 Insulin in 
dem Moment eingespritzt, wo cie Zuckerkurven ein Steigen zu zeigen 
begannen, im ersten Falle 100, im zweiten 300 Einheiten (jede 2 Stunden 
1) Einheiten). In dem letzten Falle (Abb. 2) zeigte das Tier noch mehrere 
Stunden nachdem die Glykoseinfusion eingestellt war, typische Insulin- 
reaktion, aus der es durch perorale Glykoseeinfiihrung gerettet wurde 
Es hatte also ohne jeden Zweifel einen UberschuB von Insulin im Kérper. 
Nichtdestoweniger haben wir keinen EinfluB des Insulins auf die Zucker- 
assimilation beobachtet, in beiden Versuchen verlaufen die Zucker- 
kurven so, wie in den entsprechenden Kontrollversuchen ohne Insulin. 

Wenn wir die Versuche, die in Abb. 1 und 2 dargestellt sind, als 
zwei extreme Reaktionstypen der normalen Hunde annehmen, den 
ersten am Tiere mit einer groBen, den zweiten mit einer schwechen 
Assimilationskraft, so kénnen wir zwischen diesen Reaktionen eine 
ganze Reihe von anderen aufstellen, die wir hier nur so weit erwahnen 
als wir sie mehr als einmal beobachtet haben. Ziemlich oft findet man 
eine platte Reaktionsform, bei welcher die Zuckerkurven parallel 
zur Abszisse verlaufen. Von derselben Art, wie der Versuch auf Tabelle V1 
ist die Reaktion der Hiindin 5 auf Tabelle X, aber das Niveau der Zucker- 
kurven steht hier viel héher (die Glykosurie ist 5 mal héher, und der 
Blutzucker etwa 100 mg-°;, héher als in Tabelle V1). Die platte Form 
kann also sowohl beim subassimilativen, wie auch beim assimilativen 


Typus vorkommen. 
Biochemische Zeitschrift Band 191. 14 








210 M. Wierzuchowski u. H. 





Gadomska: 


Auf der Tabelle XI ist ein Versuch dargestellt, der of 
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Abb. 2. 
Hiindin 3, Versuch 8. K6rpergewicht 12,2 kg. 154 Tage 


nach der Ankunft im Laboratoriu: 


Subussimilativer ansteigender Reaktionstypus. 


subassimilativ reagiert. In der Form der Reaktion kann man aber 
zwei Perioden unterscheiden: die erste mit starkerer Glykosurie und 
Glykaimie, die zweite mit schwacherer. 


Der InsulineinfluB auf diese 
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Ot yy Tabelle X. 
as Ther Hiindm Nr. 5, Versuch 1. Rasse: Spitz. Korpergewicht 11,7 kg. Sub- 
ysimilative platte Reaktion beim Tiere, das sich seit 14% Monaten im 
Laboratorium befindet. 





; els 
larn Blut at 
ev 
= aiassiai z es 
13. t 927 > 
ebruar |! _Glykoee Milche san 
Menge Zucker shee rr 
gefunden pro kg : é a 
com ny 8 mg?/o mg/g ry 
Nichtern vor der Injektion . 0 82 16,4 
Injektionsstunde. . . . . 38 1,71 0,146 
) " ee 38 1,71 0,146 2838 40,6 
“ a. ae (0,168)* 
4 - : , ae (0,168)* 40.58 
5 R , engi 70 2.21 0,189 1,81 
6 - ; ; 70 2,21 0,189 286 41.8 1,81 
7 ‘ y ae we 115 2,00 0,171 1,58 
S ‘ : ‘ 115 2,00 0.171 267 36,2 1,88 


* Intrapoliert. 
Tabelle XI. 
Hiindin Nr. 9, Versuch 3. Rasse: Mischling. K6érpergewicht 16,7 kg. Seit 
41 Tagen im Laboratorium. Subassimilative zweiphasige Reaktion. 





Harn | Blut 23 ¢ 5 
rh cus 
e Be7 2a8 
Periodc 4. Mai 1927 Glykose . Milch- =2y oe 2 
Menge - Zucker eluce | ons F 2 
funden P'° ke! c = 
com & a mge’/y mg” 8 
Nichtern vorder Injektion 0 84. (17,8 
1. Injektionsstunde . . 96 4,29 0,257 319 23, 0,57 
2. ia -% 145 7,28 |0486 297 262° 1,45 
| 3. 136 | 5,387 0,322 1,71 88.9 
4. * oN 164 | 6,01 0,360) 285 30,6 1,67 | 
5. j. ‘e* 144 5.07 0,394 1,74 
6. 94 485 |0,299) 268 23,1 1,75 
Durchschnitt : 0,328 
7. - ee 160 3,69 | 0,221 1.81 
8. 43 | 2.87 | 0,172 24.0 1,86 | 39,1 
i y. a ha 185 | 3,73 | 0,223 1,81 
10. s ;% 125 | 2,85 | 0,171) 239 | 228 1,86 
11. e 5g 170 | 3,70 | 0,222 1,81 
12. = 4 129 | 2.92 0.175) 250 26,1 1,85 | 889 


Durchschnitt : 0,196 | 


Form ist aus der Tabelle XII ersichtlich. Beide Perioden unterliegen 
tber einer Senkung ungefahr in demselben Verhaltnis: wahrend in Tabelle XI 
und die Menge der Harnglykose in der ersten Versuchshilfte im Verhaltnis 


lese zur zweiten 0,328 zu 0,196 g/kg-Stunde war, so war dasselbe Verhaltnis 


14* 
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Tabelle XII. 
Hiindin Nr. 9, Versuch 4. Ké6rpergewicht 17,0 kg. Seit 48 Tage), |, 
Laboratorium. Einflu8 des Insulins auf subassimilative zweiphasige |); 
Harn Blut 223 Ss 
S35 Sst 
Periode 11. Mai 1927 Glykose Es Ste 
; Milche 35™ 22: 
Menge ae , Zucker jure || = so 8 & 
funden PF° “® sl Dm 
cem g g mg*"/9 mg-"/o 2 ( 
Niaichtern vor der Injektion 0 72 «143 9] 
100 Insulineinheiten subkutan 
1 Stde. nach der Insulininjektion 47 
1. Injektionsstunde* . . 70 1,56 | 0,092|| 226 | 26,2 1,01 
2. * 195 3,84 0,231) 248 269 1,66 383 
| 8 : 197 4,26 0,251! 1,73 
4. 142 396 0,233' 256 280 1,75 3x8 
5. 140 3,59 0,211 1,83 
6. * ; 135 «2,77 |0,163 240 228 1,88 
) Durchschnitt :0,197 
7. » . .| 125 | 2,50 | 0,147 186 39) 
8. ‘ 120 | 267 0157 236 186 1,85 
I 9. ‘ 142 | 2,37 0,139 1,87 39 
10. . 131 | 2,14 |0,126. 233 24,2 | 1,88 
11. e 140 | 2,02 0,119 185 39.1 
12. . 130 1,83 0108 245 234 1.86 


in 


Durchsebnitt: 0,133 


* Mit der Glykoseinfusion wurde eine Stunde nach der Insulininjektion angetangen 


Tabelle XII 0,197 zu 0,133. Ahnliche Senkung zeigt auch der Blut 
Die Menge der Harnglykose hat sich unter dem Insulineinflui 


zucker. 


im Laufe von 12 Stunden um 37% vermindert, 


was nicht einer 


individuellen, von Insulinzufuhr unabhangigen Schwankung der Zucke: 


? 


Menge der Besimmungen 


& 


£ 





12 1% 16 78 20 22 2 





Z 
7 





26 





Blutmilchsaure mg % 


Abb. 3 


Blutmilchsiurewerte bei 12 nor- 
malen niichternen Hunden (34 Be- 
stimmungen) 


Zusammenstellung der 


assimilation zugeschrieben werden kann 


da dieselbe in  Laboratoriumsverhi!t 
nissen eher eine Tendenz zur Ver 
schlechterung als zur  Verbesserung 
zeig’. In Tabelle XI haben wir di 


Glykose bei initialer Blutzuckermeng 
von 84 mg-%, in Tabelle X11 bei 
47 mg-°, injiziert. 


und 


Die Milchsdure im Blute. 

Bei 12 normalen niichternen Hunden 
haben wir in 34 Bestimmungen (Abb. 3 
durchschnittlich den Wert der Blutmilch 


siure von 15,7 mg-®,, gefunden 
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Bei intravenéser Dauereinspritzung der Glykose hebt sich die 
Blutmilchsauremenge bei allen Tieren und in allen Versuchen. Diese 
Erhéhung kann sehr verschieden sein, nicht nur bei verschiedenen 
Tieren, sondern selbst bei demselben Tiere in verschiedenen Versuchen 
Die héchsten Punkte der Kurve erreichen den Wert zwischen 28 und 


254% Erhéhung iiber den Anfangswert. 


In absoluten Ziffern betragt 


die Erhéhung ohne Narkose 6,0 bis 28,7 mg-%. Die Blutmilchsaure- 





—  e: | 





Injekhonsstunden 


Abb. 4. 


¥ bedeutet eine subkutane oder intravendése Einspritzung von 100 Insulineinheiten. 
ihrend der intravenésen Dauerinjektion 





Blutmilchsaure vor und nach der 


pritzung 


des Traubenzuckers (vgl. Tabelle XII1). 


—r- Hiindin *7, Versuch 3 


ean 


10, 
10, 


4 


Nu w= 


kurve ist bei intravenéser Glykoseinfusion mit der hier angewandten 
Geschwindigkeit ziemlich charakteristisch, weil sie gew6hnlich (aber 
nicht immer) wahrend der ersten Injektionsstunde nur wenige Milligramm - 
prozent ansteigt und erst wihrend der zweiten oder dritten Stunde 
den Gipfel erreicht, um in den folgenden entweder etwas zu sinken 
(Tabelle IV, VII, XI) oder sich ungefahr auf demselben Niveau zu 


halten (Abb. 1, Tabelle Il, IX. X). 


Wir kénnen in der Blutmilchsaure- 
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T aby 


ing a 





Keine Summation des Einflusses der Insulin- und Traubenzuckereinsprit; 
Vv sh D K6rper- 

emus Hundin om gewicht Narkose 

Nr. 1927 kg 

1 $** 17. IT. 99 Blutmilchsaure 
Blutzucker 
Harnzucker 

2 §** 24. Il. 10,7 C Blutmilchsaure 
Blutzucker 
Harnzucker 

3 7 4. IV. 8.2 Blutmilchsaure 
Blutzucker 
Harnzucker 

4 7 11. IV 8.5 : Blutmilchsaure 
Blutzucker 
Harnzucker 

1 10 7. IN 10.7 f Blutmilchsaure 
Blatzucker 
Harnzucker 

2 10 14. IV. 10.8 ao Blutmilchsaure 
Blutzucker 
Harnzucker 


* Intravenése oder subkutane Injektion von 100 Insulineinheiten 

** Das Tier war trichtig (erste Halfte der Graviditit). 
kurve keine besonderen Unterschiede zwischen assimilativen und 
subassimilativen Individuen finden. Aus Tabelle IV geht es klar hervor 
daB trotz der Schwankungen, die wahrend eines und desselben Versuchs 
die assimilative Geschwindigkeit zeigt, das einmal erreichte Blut- 
milchsdureniveau unverandert bleiben kann. 

Wir wissen aus mehreren Untersuchungen, da8 Insulin, einem 
normalen Tiere eingespritzt, meist den Milchsiurespiegel erhéht. Da 
gegen hat Insulin, einem normalen Tiere wahrend der Glykoseinjektion 
eingespritzt, keinen Einflu8 auf das schon erhéhte Blutmilchsaure- 
niveau gehabt (Abb. 4, Tabelle XIII, es wurden in dieser Tabelle auch 
zwei Amytalnarkoseversuche angegeben). Diesen Versuchen kénnen 
wir noch (aus den vorher protokollierten) den Versuch aus Abb. 2 
anschlieBen. 

Mit Ausnahme des Versuchs | auf Hiindin 8 (Tabelle XIII), der 
eine gewisse Steigerung der Milchsdiurewerte nach Insulininjektion 
zeigt (wofiir wir keine Erklirung finden kénnen, da die Hiindin wahrend 
des Versuchs sehr ruhig war), zeigen alle anderen Versuche, selbst 
der Versuch, der an demselben Tiere auf dieselbe Weise wiederholt 
wurde (Tabelle XIII, Hiindin 8, Versuch 2) entweder einen geraden 
oder einen etwas abfallenden Verlauf der Milchsiurekurve, so als ob 
kein Insulin eingespritzt worden wire (Abb. 4). Ein gemeinsames 
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Il, 
Blutmilehsauremenge beim normalen Hunde ohne und wahrend der Narkose 





Dauerinfusion des Traubenzuckers in Stunden 


3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 lo 
20.5 30,1 26,3* 31,6 34,2 34.3 
249 279 304 296 285 254 
72 0.77 0,63) 1,50 1,99 1,90 1,63 1,50 1,31 1,07 0,71 0,76 0,95 1,14 
BS 24.9 22.8* 24.3* 22.3 19,5 24,1 
0 277 284 340 802 268 285 
97 0.54 O87 0,67 1,031.41 2,60 260 2.43 1,68 1.29 1,19 0,70 1,33 1,06 1,22 
24.4 24.4 . 19,8 17,3 15,3 19,1 
937 206 | 202 183 164 168 | 142 
bo) 1.91 1,82 0,78 0,67 0.88 048 0,29 0,50 0,06 0,05 0 0 
i 29,.8* 23.1 23,0 20,4 18,0 
76 288 212 239 203 195 
68 4.19 3,67 4.55 3.36 1,65 1,69 232 2,32 1,49 1,34 
} 24.0 21,0* 20,0 19.0 20,1 19,0 
85 182 189 162 179 179 204 
41 0.10 044 0.63 042 1,68 059 0.21 0,03 0,07 0,07, 0.13 
0 22.6* 22.3 17,6 21,7 22,1 
BS 262 198 174 184 193 


D438 4.79 246 3.51 2.07 1,15 0,76 0,55 047 030 0,76 


Kennzeichen aller dieser Versuche scheint zu sein, daB hier die Glykose 
assimilation nach Insulininjektion nicht deutlich oder nicht in solcher 
Weise steigt, daB man sie unzweideutig dem Insulin zuschreiben kénnte. 
Zwar ist die Glykosurie bei Hiindin 7 (Versuch 3) und Hiindin 10 
(Versuch 1) nach der Insulininjektion gesunken, aber diese beiden 
Tiere besaBen einen assimilativen Reaktionstypus. Bei Hiindin 7 
(Versuch 3) begann die Glykosurie schon vor der Insulininjektion zu 
sinken (vgl. Tabelle I bis [11 an demselben Tiere), die hohen anfinglichen 
Harnzuckerwerte waren als langdauernde erste Periode des zweiphasigen 
Typus aufzufassen. Bei Hiindin 10 (Versuch 1) war die Reaktion von 
Anfang an assimilativ platt und der Blutzucker verblieb auch nach der 
Insulininjektion auf derselben Héhe, wie vor derselben. Es scheint 
uns deshalb, daB diese zwei Versuche in dem Sinne erklart werden 
kénnen, daB das eingespritzte Insulin in diesen zwei Fallen keine 
glykolytische Wirkung ausgeiibt hat und die Herabsetzung der Glykosurie 
und eventuell des Blutzuckers endogenen Ursprungs sei. Die hier 
benutzte Insulindosis von 100 Einheiten war viel gréBer als notwendig 
war, um bei einem Tiere desselben Gewichtes im niichternen Zustande 
die schwersten hypoglykamischen Krampfe hervorzurufen, wie wir 
es oft zwecks Ausprobierung des Scheringschen Priparates versucht 
haben und was immer mit vollem Erfolge gelungen ist 
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Wenn Insulin eine Stunde vor dem Beginn der Glykoseinfusic, 
einverleibt wurde, so war wihrend der ersten Infusionsstunde ein 
deutliche Summation des Einflusses auf die Blutmilchséure infolg: 
der Insulin- und Glykoseeinspritzung sichtbar. Die Zahlen wahrend 
der ersten Stunde sind hier namlich viel hdher, als daB man diese E: 
héhung ausschlieBlich der Glykoseinfusion zuschreiben kénnte. Del 
geht aus Tabelle V und XII im Vergleich mit Tabelle 1V und XI hervor 
In den nachsten Stunden waren die Milchsiurewerte von solcher Héhx 
wie in den entsprechenden Experimenten ohne Insulin. 


4. Besprechung. 


Die individuelle Mannigfaltigkeit der Reaktion des normalen 
Hundes auf intravenése Traubenzuckerinjektion mit konstanter Ge 
schwindigkeit ist gréBer, als bisher angenommen war. Zum besonderen 
Studium haben wir extreme Reaktionen herangezogen, in der Meinung 
daB bei diesen die Differenzen der Reaktion besonders ausdrucksvoll 
hervortreten werden und dab, wenn men erst Kenntnis der extremen 
Reaktionen besitzt, jede Ubergangsform nichts Neues bringen wird 
Obwohl unsere Klassifikation in assimilative und subassimilative Typen 
fiir extreme Fille behalten werden kann, so wird man doch in der Praxis 
eine Menge von Ubergangsformen finden (vgl. Tabelle XIII), die sich 
ohne besondere kiinstlich gestellte Grenze unmdglich in die eine oder 
die andere Gruppe werden eintragen lassen. Wenn wir die gefundene 
durchschnittliche (wahrend mehrerer Stunden gemessene) assimilative 
Hohe im allgemeinen im gegebenen Moment als etwas Konstantes ansehen 
kénnen, so erweist sich die Form der Zuckerkurven als nicht so konstant, 
obwohl sie in extremen Typen relativ sehr konstant gefunden werden 
kann. Solch konstantes Auftreten gewisser Reaktionsformen kann 
nicht etwas Zufalliges sein, sondern muB eine gewisse Feinheit des 
assimilativen Mechanismus reprisentieren. Um zu entscheiden, in- 
wieweit diese assimilativen Feinheiten konstitutionell sind und inwieweit 
sie durch verschiedene Einfliisse modifiziert werden kénnen, werden 
spater weitere Untersuchungen angestellt. Wir haben die gegenwirtigen 
Versuche mit der Erwartung gemacht, daB bei einem gleichbleibenden 
Zuckerreize der Rhythmus der endogenen Insulinsekretion sich mani- 
festieren wird, daB in einem etwas gréBeren MaBstabe das erscheinen 
wird, was bei jeder Nahrungszufuhr zustande kommt. Deshalb haben 
wir auch die Injektionsgeschwindigkeit der physiologischen Glykose- 
zufuhrgeschwindigkeit vom Darm aus méglichst nahe gemacht. Be- 
sonders interessant war dieses Problem bei der Erklarung des Zustande- 
kommens zweier diametral entgegengesetzten Assimilationsformen. 
nimlich des assimilativen abfallenden Typus, der eine ansteigende 





nd 


njiz 
veit 
em 
Gly! 
ie 

Wi 
0.07 
hetr 
Ol 


hab 
iru 
Hu 
ind 
jur 
ims 
bev 
ius 
lie 
orfe 
wir 
Urs 
Luz 


Pre 
Tv 
En 


vel 





Tie 








Intermediirer Kohlehydratstoffwechsel. LV. 


Vihizkeit besitzt, und der subassimilativen anwachsenden Form, die 
ine progressive Schwiache in der Verarbeitung der Glykose aufweist. 
\iren diese Unterschiede dem Modus der endogenen Insulinproduktion 
jer einer anderen assimilativen Einrichtung zuzuschreiben? Zwecks 
{nalyse haben wir bei diesen zwei Typen in dem Momente Insulin 
njiziert, wo die Zuckerkurven einen Aufschwung aufwiesen. Auf 
wiche Weise konnten wir beweisen, de$ Insulin imstande ist, die erste 
Periode des zweiphasigen assimilativen Typus zu beeinflussen, ja selbst 
vifzuheben, daB es aber absolut unfahig ist, die ansteigende Insuffizienz 
ler subassimilativen anwachsenden Form im giinstigen Sinne zu korri- 
geren. 

Die Glykosurie schwankte in unseren Versuchen zwischen 1,2 

nd 19,0 %, der injizierten Menge, und wenn nur spatere Versuchsstunden 
» Betracht gezogen werden, zwischen Null und 25°, der gleichzeitig 
yjizierten Menge. Man sieht auf solche Weise, wie groB die Spann- 
veite der Assimilationskrafte noch immer im Bereich des Normalen 
vin kann. Die héchsten pro Kilogramm und Stunde ausgeschiedenen 
Glykosemengen betragen 0,533 g, sind also mehreremal héher als diese. 
lie man im Phlorrhizindiabetes beim hungernden Hunde findet 
‘Wierzuchowski (4)], und welche durchschnittlich 0,130 g (zwischen 
0072 und 0,186g pro Kilogremm und Stunde in 10 Versuchen) 
hetrugen, also nahe der durchschnittlichen Glykosurie unserer Tiere 
0.168 g) sind. 

Den EinfluB der Inaktivitét auf den Grundumsatz der Hunde 
haben Lusk und Du Bois (5) beschrieben. In ihren Versuchen ist der 
(rundumsatz eines aus der Freiheit in einen Kafig itibergefiihrten 
Hundes langsam von 20 hinab zu 16,5 Cal pro Stunde gefallen. Kund+ 
ind Nordlund (6) haben, diese Beobachtung bestitigend, bei Hunden 
lurch Beschrankung der Aktivitét eine FErniedrigung des Grund- 
msatzes erzielt, eine Erhéhung hingegen durch Anregen der Muskel- 
bewegungen. Unsere Versuche bilden von einem anderen Standpunkte 
ius eine Erganzung der Beobachtungen der obengenannten Autoren. 
Die Existenz einer spontan herabfallenden zweiphasigen Reaktion 
erfordert besondere Vorsicht in der Beurteilung verschiedener glykolytisch 
wirkender Einfliisse, da das Herabfallen der Zuckerkurven endogenen 
Ursprungs sein kénnte und dann nicht den angewandten Faktoren 
suzuschreiben ware. 


DaB diese Arbeit zustandegekommen ist, verdanken wir den Herren 
Professoren J. Modrakowski und W. Orlowski. Herr Prof. Przylecki 
twies uns im Institut fiir physiologische Chemie ein freundliches 
Entgegenkommen. Es ist uns eine Freude, diesen Herren hiermit unseren 
verbindlichsten Dank auszusprechen 
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Fiir Insulin sind wir der Firma Chemische Fabrik auf Akt je) Ku 
(vorm. E. Schering) zu Dank verpflichtet. - 
5. 

+. Zusammenfassung. "e 

Bei intravenéser, mehrere Stunden wahrender Dauerinjektion de: He 
Glykose beim Hunde mit der Geschwindigkeit von 2 g Traubenzucke; be 
pro Kilogramm und Stunde lassen sich folgende Reaktionsarten wnt er (re 
scheiden: scl 

A. Assimilative Reaktionsjform von starker Glykoseaviditat ((+\\ ae" 
kosurie der Null nahe, Blutzucker etwa 200 mg-°,, oder niedrige in 
welche sich folgendermeBen einteilen laBt: - 

|. zweiphasige (abfellende) Form mit einer ersten hohen und eine; 8 
zweiten niedrigen Periode rs 

2. platte Form, " 

3. anwachsende Form, nur in einem Versuche bemerkt. 

B. Subassimilative Reaktionsform von geringer Glykoseavidita’ 
(Glykosurie bis ungefahr 20°), der injizierten Menge. Blutzucker etwa H 
300 mg-°,,) mit Unterabteilungen: 4 

1. zweiphasige. . 

2. platte, 6 


3. ansteigende Form. 





Dabei beziehen sich die Ausdriicke ,.zweiphasig**, ,,ansteigend us 
auf die Form der Zuckerkurven wiahrend der Injektion. Zwischen diese) 
zwei extremen Typen gibt es die verschiedenartigsten Ubergiing: 
Die Glykosurie schwankte in den verschiedenen Versuchen zwischen | 2 
und 19,0°%, der injizierten Menge (durchschnittlich 8,4°,), der Blut 
zuckerdurchschnitt zwischen 172 und 319mg-°,, (Minimum 137 





Maximum 365). 

Bei langerem Aufenthalt im Laboratorium laBt sich bei beide: 
Reaktionsformen, besonders aber bei der assimilativen, eine Ver 
schlechterung der essimilativen Fihigkeit fiir Glykose bemerken 





Insulin vor dem Beginn der Zuckerinjektion einverleibt, hat div 
erste Periode der zweiphasigen assimilativen Form aufgehoben wn 
im zweiphasigen subassimilativen Typus die Totalitat der Zuckerkurve) 
herabgesetzt. Dagegen wihrend der Glykoseinjektion angewand' 
hat es auf die subassimilative anwachsende Form sicher keinen und aut 
die anderen wehrscheinlich keinen EinfluB (vom Stendpunkte diese: 
Forschungsmittel aus, die hier angewandt wurden) gehabt. 

Im Blute eines niichternen Hundes betragt die Milchsiuremeng: 
durchschnittlich 15,7 mg-°%,. Bei intravenéser Traubenzuckerinfusion 
wachst die Blutmilchsiuremenge in einer ziemlich charakteristisch 
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welche sich bis zur zweiten eventuell dritten Stunde langsam 
erhobt und dann den Gipfel erreicht, was eine Erhéhung von 28 bis 
254°, iiber den Anfangswert und in absoluten Ziffern 6,0 bis 28,7 mg-°, 
hedeutet. Dann fallt entweder die Kurve etwas oder bleibt auf derselben 
Hohe. Es gibt keinen besonderen Unterschied in den Milchsiurewerten 
bei verschiedenen Assimilationstypen, auch wenn die assimilative 
(eschwindigkeit in einem und demselben Versuche stark schwankt, 
.cheint das keinen Einflu8B auf das einmal schon erreichte Milchsiure- 
niveau zu haben. Nach Insulineinspritzung wahrend der Glykose- 
infusion zeigt die Blutmilchsiuremenge meist keine Veranderung. 
in diesen Versuchen hat Insulin keinen deutlichen EinfluB auf den 
Zuckerumsatz ausgeiibt. Dagegen verbindet Insulin, vor der Glykose- 
injektion angewandt, seinen Einflu8 auf die Blutmilchsaure, mit: dem 
der Glykoseinfusion aber nur in der ersten Injektionsstunde. 


Kur’ 
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Die Fibrinogenmenge 
und ihr Verhialtnis zur Labilitat im Plasma. 
Von 
K. Samson. 


(Aus der Serologischen Abteilung der Psychiatrischen Universitatsk!i; 
und Staats-Krankenanstalt Hamburg-Friedrichsberg.) 


AN 


(Eingegangen am 17. Oktober 1927.) 


Kine einheitliche Ansicht tiber das Verhalten der EiweiBkérper 
im Serum bzw. Plasma ist trotz umfangreichster Arbeit heute noch 
nicht vorhanden. Wahrend von einer Reihe Autoren auf den jeweiligen 
Zustand der Eiweibstoffe ein besonderer Wert gelegt wird, sind ander 
wieder der Ansicht, daB es sich bei unterschiedlichem Verhalten um 
differente Stoffe handeln muB, oder auch nur um Mengenunterschiede 
Der besondere Zustand des EiweiBes soll sich im gréBeren Fallungs 
vermégen dartun und wird meist als erhéhte Labilitat angesprochen 
Vor allem soll dieser Zustand bei gesteigertem Gewebszerfall im Blut 
erkenntlich sein. Da die Eingriffe, die zur Feststellung vorgenommen 
wurden (Salzfallungen der verschiedensten Art, Saurefallungen, Alkoho! 
und Hitzewirkung) einen in keiner Weise einheitlichen Charakter 
tragen, die theoretischen Méglichkeiten auch nicht immer in sinn 
entsprechender Weise beriicksichtigt wurden, scheinen erhebliche 
Fehlerquellen unterlaufen zu sein. Nun waren ja an sich, selbst bei 
falschen Vorstellungen und Theorien, diese letzteren nicht allzu schlecht 
zu bewerten, wenn nur, wie es ja auch haufig der Fall ist, klinisch 
verwendbare, gut und exakt immer wieder aufweisbare Phinomene 
auftreten. Aber die falschen Vorstellungen fiihren uns auf ein totes 
Geleise, so daB wir wohl die Bedeutung fiir einzelne Krankheiten 
kaum aber den Sinn der Veranderungen im Gesamtsystem des Kérpers 
erfassen kénnen. Und gerade eine richtige Vorstellung von der bx 
deutung der Veranderungsméglichkeiten und dem Verhalten der Blut 
bestandteile mu8B uns willkommen sein, da sie allein zu neuen brauch 
baren Versuchsanordnungen mit neuen Resultaten fiihrt, die iiber 
Herkunft und Bedeutung der BluteiweiBkérper uns Auskunft geben 
kénnen. Nur die Kenntnisse der physiologischen Bedeutung einer 
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Blutveranderung kann auf die Dauer neue Handhaben fiir die 
Klinik bringen, nie der Vergleich mit der Klinik allein. Diesem letzteren 
Vorgechen namlich ist dadurch eine Grenze gezogen, daB es immer nur 
ein Symptom ohne niher bekannte Ursachen schafft, wahrend die 
Kenntnis des physiologischen Vorganges jede dieser Erscheinungs- 
formen viel weitgehender zu verwerten gestattet. 


\n Hand einiger Studien am Fibrinogen wollen wir hier den Weg 
wigen, der sich uns vorerst als nétig gezeigt hat, um grundlegende Fragen 
mr Entscheidung zu bringen. Dabei leiten sich unsere Untersuchungen 
mnachst von denen einiger anderer ab. Um Veranderungen in der Zu- 
sammensetzung des Blutes zu studieren, wurde eine ganze Reihe von 
Methoden angegeben. Die nun schon seit bald 10 Jahren eingebiirgerte 
Prifung der Senkungsgeschwindigkeit wurde meist mit in den Kreis der 
hier naher zu erérternden Erscheinungen einbezogen. Es kann hier nicht 
der Ort sein, auf alle Deutungen dieses letzteren Phinomens einzugehen. 
Vor allem fand man eine Veranderung in sogenannten gréber dispersen 
KiweiBphasen des Plasmas: Fibrinogen und Globulin. Man brachte die 
elektrische Ladung der Eiwei®fraktionen bzw. ihre entladende Wirkung 
auf die roten Blutkérperchen mit der Tendenz der letzteren mehr oder 
minder groBe Aggregate zu bilden zusammen. Diese Aggregate sinken 
schneller ab, denn die Senkung suspendierter Teilchen ist zum wesentlichen 
eine Funktion ihres Radius. Trotzdem muB als sicher gelten, daB die Ver 
schiedenartigkeit der Eiwei8kérper nicht allein das Phanomen bedingt, 
und daB sogar auBer den Faktoren der Blutkérperchenmenge vielleicht 
auch Tonenverschiebungen in Betracht kommen.  F. Georgi (3) deutet 
wenigstens einige Befunde bei der Epilepsie in dieser Weise. Andere Ver- 
suche, die Labilitaét des Plasmas oder Serums zu erweisen, sind von Sachs 
und von Oettingen (2) inauguriert worden, die bei der Flockung von Plasma 
mit Kochsalzlésung und Hitzewirkung Unterschiede feststellen konnten. 
Die Modifikation dieser Methode von F. Georgi (3) hat nach seinen Ver- 
suchen, die auch Kajfka (4) bestatigen konnte, die Tatsache ergeben, dab 
Senkungsgeschwindigkeit und ,,Plasmalabilitét‘‘ nicht immer parallel 
gehen. AuBer dieser Methode haben wir noch diejenige von Gerloczy (1) in 
den Kreis unserer Untersuchungen einbezogen, zumal sie in letzter Zeit 
angewendet worden ist. 


Das Fibrinogen ist ein amphoterer EiweiBkérper, der genau wie 
andere in Ionen zerfallende Stoffe der anorganischen Chemie (Sauren, 
Basen, Salze) durch die sogenannten sekundiren Valenzen in Lésung 
ehalten wird, zu denen vor allem seine H- und OH-Gruppen gehéren. 
‘aneben besitzt dieser Kérper, wie fast alle organischen Verbindungen, 
noch sogenannte élige Gruppen (Langmuir), durch die seine einzelnen 
Molekiile zueinander eine gewisse Anziehungskraft haben. Neben seiner 
in bezug auf Léslichkeit absoluten Gleichheit mit den anderen Kri- 
stalloiden hat er als Besonderheit also diese Affinitat einzelner seiner 
Molekiile zueinander, so da er in Lésung immer mehr oder weniger 
viele Molekiilaggregate bildet, auBer daB seine MolekiilgréBe an sich 
schon gegeniiber den Salzen der anorganischen Chemie erheblich ist 


uo 
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Was seine elektrische Ladung anbetrifft, so ist sie genau von der gleiche; 
Art wie die der anorganischen Ionen oder Molekel, Nat, K+, Cl, 80, 
nur ist sie, da es ein amphoterer Kérper ist, bestimmt durch den jeweilige; 
Grad der H-lonenkonzentration seiner Umgebung. Im sauren Gebje: 
hat das Fibrinogen positive Ladung, im alkalischen negative. der 
isoelektrische Punkt mit dem Ladungsminimum befindet sich pach 
Wohlisch bei py 4,85. Nun hingt die Léslichkeit des Fibrinogens aber 
nicht nur von seiner Ladung bzw. der damit verbundenen Lonisat io) 
ab, sondern diese Léslichkeit kann durch Salze auch im isoelektrisc hey 
Punkt erhéht werden, ohne daB damit das Fibrinogen eine vermehrt, 
Ladung erhalt (s. unten). Dies l4Bt sich unter verschiedensten Ver 
haltnissen mit der sogenannten Hofmeisterschen Ionenreihe an dep 
verschiedensten Stoffen erweisen. Es sei noch erwahnt, daB8 unter 
den Verhiltnissen des Plasmas ein solcher Stoff wie das Fibrinogen 
nur zum geringeren Teil mit Hilfe elektrischer Doppelschichten jy 
Lésung gehalten wird. 

Von den EiweiBkérpern des Serums scheint das Fibrinogen di: 
gréBten Molekiile zu besitzen, hat aber gleichzeitig auch die gribt 
Aggregatbildungstendenz. Schon oben wurde ausgefiihrt, daB di 
Labilitat mit der Dispersitat, d.h. der GréBe der einzelnen Molekiil 
und Molekiilaggregate zusammenhingen muB. Nun berichtet aber 
keine Arbeit dariiber, ob nur die MolekiilgréBe allein unter den ij 
spersitatsbegriff fallt, oder auch nur die GréBe der Aggregate, oder nur 
deren Menge, vielleicht auch alle diese Faktoren. Der Begriff cer 
Labilitat ist also ein komplexer, und eine Bétrachtung der Bedingungen 
unter denen eine Fallung (und damit Labilitatspriifung) vorgenommen 
wird, kann uns wohl Einblick geben, welche GréBe wir eigentlich be 
stimmen und welche Bedeutung diesen einzelnen Komponenten fiir 
etwaige Riickschliisse auf das Geschehen im Organismus zukommt 

Wenn wir die Annahme vorwegnehmen, da8 das Fibrinogen ein 
einheitlicher Kérper ist, wozu neben alteren Analysen vor allem sein: 
ganz besondere Beziehung ;u dem GerinnungsprozeB und sein sonst iges 
einheitliches Verhalten spricht, so miissen wir ihm auch eine konstante 
MolekulargréBe zusprechen. Dann also erfassen die Labilitatspriifungen 
entweder Menge oder GréBe der Aggregate. Die Bedingungen, unter 
denen Aggregatbildungen bei Proteinen auftreten, sind sehr verschiedener 
Art. Als Hauptmoment kommt das Uberwiegen der Affinitat der 
einzelnen Molekiile zueinander gegeniiber ihrer Affinitat zum Lésungs 
mittel, hier dem Wasser, in Betracht. Und zwar diirfte, da die An. 
ziehungskraft der Molekiile zueinander bei gleichem Stoff eine konstante 
GréBe ist, die wechselnde Affinitét zum Lésungsmittel die Hauptro!|: 
spielen. Lonisation erhéht hierbei die Affinitaét zum Wasser und dadurch 
die Léslichkeit. Sie steigt einmal mit der Entfernung vom isoelektrischen 
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Punkt und ist andererseits durch die umgebenden lonen bedingt, 
jhne daB aber irgendeine elektrische Ladungsanderung eintritt. Die 
\ffinitat zum Wasser wird schon durch sehr geringe Unterschiede der 
Salzkonzentration erhéht oder erniedrigt. Die verschiedenen Salze 
ind durchaus nach der Lonenart von verschiedenem EinfluB. Aggregate 
treten unter diesen Umstanden bei durch Salzverminderung verringerten 
Lislichkeitsbedingungen auf. Im Plasma wird normaler oder ver- 
ringerter Fibrinogengehalt wohl, da eine gewisse lonenkonstanz herrscht, 
kaum eine erhéhte Aggregatbildung aufweisen, eher schon vermehrter 
Fibrinogengehalt, wenn eben Inkongruenz zwischen ihm und der 
Salzmenge herrscht. Da diese Inkongruenz sich steigert mit zunehmendem 
Fibrinogengehalt, wird dieser auch mehr Aggregate aufweisen. Es 
ist also anzunehmen, daB Menge und Aggregatbildung Hand in 
Hand gehen. 

Betrachten wir zunachst die Methode der Labilitatspriifung des 
Fibrinogens, die wir einer Untersuchung unterzogen haben, so sind es 
einmal die Fallungsmethode nach F. Georgi (3) mit Kochsalzlésung, 
des weiteren diejenige von Gerloczy (1) durch Erhitzen unter dem EinfluB 
verschiedener Salze. Bei der Fiallung mit Kochsalz, die nach ver- 
schiedenen flteren Untersuchungen [s. Kestner (6)] quantitativ sein 
soll, handelt sich es um einen AussalzungsprozeB, dessen Mechanismus 
nicht genau bekannt ist, in der anorganischen Chemie aber durchaus 
auch aufweisbar. Die Leichtigkeit der Fallung bei Verwendung ver- 
schiedener Salze hingt zum Teil sicher mit der MolekiilgréBe des zu 
fillenden Stoffes zusammen. Im iibrigen fallen Sulfate prinzipiell 
viel leichter als Chloride und in viel geringeren Konzentrationen (die 
molare Konzentration als Grundlage genommen). Die relative GriBe 
der Molekiile des Fibrinogens gestattet, es schon mit Chlorid, vor allem 
Kochsalz auszufallen, wenn auch hohe Konzentrationen (gesattigte 
Lésung zur vollkommenen Fallung) nétig werden. Beim Ammonium. 
sulfat geniigen schon weit geringere Mengen. F. Georgi versetzt also 
0.5cem Plasma, bzw. 0,4 bis 0,1 cem, die mit physiologischer Kochsalz- 
lisung auf 0.5 ccm aufgefiillt worden sind, mit 0,5cem 26°, iger (teil- 
weise auch 30°, iger) Natriumchloridlésung und bestimmt dann die 
Stirke der Fallung und die Zeit, nach welcher sie eintritt. Molekiil- 
aggregate diirften unter diesen Bedingungen nicht leichter gefiallt 
werden als einzelne Molekiile, konnte doch Loeb nachweisen, dab es 
bei der Gelatinelésung, die nahezu schon zum Gel erstarrt war, also 
viele Aggregate enthielt, gleich groBer Mengen Salze zur Fallung be- 
durfte, wie bei einer nicht erstarrten Lésung, sofern nur deren Konzen- 
tration gleich war. F.Georgi benutzt, wie wir eben gesehen haben, 
eine Kochsalzlésung, die niemals die gesamte Fibrinogenmenge erfassen 
kann, vielmehr nur den Beginn einer Fallung. Fillbarkeit bei solch 
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niedriger Salzkonzentration wurde immer fiir ein bedeutsames Zejc-hey 
erhéhter Labilitaét angesprochen. Wie sich aber leicht erweisen |{; 
ist diese Annahme sicher nicht véllig richtig. 


Um dies zu zeigen, bedurfte es vor allem einer einfachen, aber doo) 
brauchbaren Fibrinogenbestimmungsmethode. Starlinger und Harti (7 
haben die einzelnen Verfahren gegeneinander ausgewertet und spreche; 
dem gravimetrischen und _ Stickstoffbestimmungsverfahren die gpii 
Genauigkeit zu. Bei der zwar einfachen Benutzung des Refraktomete 
kommt es wegen der Verschiedenartigkeit der spezifischen Refraktion dex 
Fibrinogens in verschiedenen Fallen zu Differenzen gegeniiber den beide 
anderen Arbeitsweisen. Besonders auffallend ist diese Differenz bei Ver 
wendung von Citratplasma, weniger bei Nativplasma (in paraffiniertey 
GefaéBen aufgefangenes Plasma). Wenn wir trotzdem mit Citratplasma und 
der refraktometrischen Methode arbeiten, so geschah dies aus mehrerep 
Griinden. Erstens ist es eine fiir Reihenuntersuchungen sehr praktischy 
Methode. Weiter haben wir sie herangezogen, da wir einen Vergleich zw 
Senkungsgeschwindigkeit in unsere Betrachtungen miteinbeziehen wollte; 
und dabei mit demselben Plasma arbeiten wollten, mit dem auch dik 
Senkungsgeschwindigkeit gemessen war. Ebenso ist fiir uns auch ly 
stimmend gewesen, daB der mégliche Fehler gegeniiber der gravimetrische; 
oder der Stickstoffbestimmungsmethode durch unsere Arbeitsweise nac} 
Méglichkeit vermieden wurde. Es wurden namlich entweder sehr stark 
im Fibrinogengehalt differierende Plasmen in Arbeit genommen ode: 
aber mit ein und demselben Plasma alle Parallelversuche vorgenommen 
so daB nur das gegenseitige Verhailtnis maBgebend war. In ein und de: 
selben Probe blieb die spezifische Refraktion sicher immer gleich. Zuletzt 
aber bedienten wir uns des Refraktometers und der Hitzefallungen vor 
allem, weil sie am besten das Wesen der Gerloczy-Versuche (s. unten) 2 
deuten gestattete. 


Bei der von Starlinger angegebenen Methode wird das Plasma 5 Minute: 
auf 56° im Wasserbad erwiarmt, wobei alles Fibrinogen ausfallen soll. [i 
stimmt man vor und nach dem Erwarmen und Zentrifugieren die Brechungs 
indizes in der Fliissigkeit, so wird die Differenz dieser beiden Bestimmunge: 
einen quantitativen MaBstab abgeben. Technisch ist hierzu zu bemerke: 
daB man im Gegensatz zu Starlinger die Glaschen mit einem Korken zu 
Schutze vor Verdampfung wéhrend des Erwiarmens verschlieBen mul} wy 
nach dem Erhitzen und Abkiihlen das am Glase haftende Kondenswasse: 
wieder vor dem Zentrifugisren durch Umschwenken mit der Fliissigket 
vereinen muB. Unter diesen Bedingungen erhielten wir bei Doppe! 
bestimmungen durchaus gleichsinnige Werte. Es bedarf etwa einer Meng 
von 0,5 bis 0,75 ccm Plasma. Die Methode stiitzt sich auf eine alte Fest 
stellung von Frédéricq (6), daB bei 56° alles Fibrinogen quantitativ ausfallt 
da dies der Gerinnungspunkt desselben ist. 

Plasma wurde immer in der Weise gewonnen, daB zu 2,5 cem ein 
5%, Natriumcitrat enthaltenden 0,9°,igen Kochsalzlésung 7,5 cem Blut 
aus einer Venenpunktion sofort hinzugefiigt und gut umgeschittelt wurcdi 
Nach Zentrifugieren erhalt man das leicht abhebbare Plasma. 


Fibrinogenbestimmungen nach Starlinger ergaben in diesem Citrat 
plasma zwischen 0,6 und 2,0 Skalenteilen Fibrinogen im Pulfrichsche: 
Eintauchrefraktometer. Weiteres Verdiinnen der Plasmamenge mit 
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09° iger Natriumcitratlésung ergeb in zahlreichen Fallen einen der 
Verdiinnung parallel gehenden Fibrinogengehalt, wie folgende Tabelle 
on enem Fall zeigen mége. 
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Wurde die Verdiinnung iiber die Halfte hinaus vorgenommen, so 
war dieses quantitative Verhalten nur in denjenigen Fallen festzustellen, 
die einen hohen Fibrinogenausgangswert hatten. Bei normalem Fibri- 
nogengehalt wurde bei héheren Verdiinnungen weniger wiedergefunden, 
als der Rechnung entsprach, vermutlich weil in diesen Fallen ein Teil 
des Stoffes wohl denaturiert wird, aber wegen der Kleinheit der 
denaturierten Teilchen, da ihr einzelner Abstand sehr groB wird, in 
Suspension bleibt. Immerhin lieB dieses quantitative Verhalten schon 
jarauf schlieBen, deB mit der Hitzefallung tatsachlich eine Fibrinogen- 
bestimmung méglich ist und in ein und derselben Probe untereinander 
verwertbare Resultate liefert. Versuche, nach der Hitzefaillung mit 
gréberen Mengen gesattigter Kochsalzlésung noch etwa vorhandenes 
Fibrinogen zu fallen, hatten auch immer ein negatives Resultat. Wurde 
) Minuten erhitzt, statt der angegebenen 5 Minuten, erhielt man die 
gieichen Werte, ebenso wenn die Temperatur bis 60° erhéht wurde. 

Nun verglichen wir diese Fibrinogenbestimmung mit einer solchen 
durch Versetzen mit gleichen Teilen gesattigter Kochsalzlésung. 

Genau 0,5 cem Plasma wurden mit 0,5 cem geséttigter Kochsalzlésung 
in einem mit Gummistopfen vollkommen verschlieBbaren GefaB versetzt. 
durch Sechwenken gemischt und nach 3 Stunden zentrifugiert. In gleicher 
Weise wurden 0,5ccm destillierten Wassers mit 0,5ccem gesattigter Kochsalz- 
lasung versehen. Bestimmt wurde dann der Refraktionsindex des Plasmas, 
der Plasmakochsalzlésung nach Zentrifugieren und der Wasserkochsalz- 
lisung. Immer wurden Doppelversuche angesetzt; sie stimmten bis aut 
0.05 Skalenteile genau iiberein. 

Im folgenden sei eine Berechnung dieser Methode durchgefiihrt. 


Skalenteile Refraktionsindex 


Plasma-NaCl-Lésung . . . . 101,35 1.36512 
Wasser-NaCl-Lésung . . . . 82,95 1,35856 
646 
da zu gleichen Teilen verdiinnt . .... . x 2 
Refraktionsanteile der Plasma-EiweiBkérper 
Ce a a ca caten eS alate Gm or oe 
EL. las a ng te i a 1.34706 
ho. Ls ay «Jase cal eee Le 1.33320 
Refraktionsanteile vor Fallung .... . . 1336 
om an. ined, « « « Bae 
Pibvinegmgdiialt 2c ck 6 ew et es o4 
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Nach Starlinger ergab sich folgendes: 


Skalenteile Refraktionsindex 


PO gis Ke ee won oe 1,34706 
Plasma nach Erhitzen .. . 49.9 1.34683 
Fibrinogengehalt ..... 06 28 


Der Labilitatsversuch nach F. Georgi war negativ; es handelt sic} 
ja auch um einen Fall mit geringer Fibrinogenmenge. Wir ersehe, 
aber aus dieser Gegeniiberstellung, daB entweder nach Starlinger 7), 
wenig ausfillt, oder aber beim Kochsalzfaillungsversuch zuviel, dey) 
alle untersuchten Fille wiesen immer das gleiche Verhalten auf: ety, 
um 70 bis 80 Indexteile gréBere Werte bei der Kochsalzfallung als be 
der Hitzefallung. Schon oben wurde erwahnt, daB nach Hitzefil)uny 
sich mit Kochsalz nichts mehr ausfallen laBt; hier miissen wir hinzy 
fiigen, daB trotz der scheinbar gréBeren Kochsalzfallung bei spateren 
Erhitzen noch eine deutliche Triibung entsteht. Diese Triibuny ix: 
in reinem Serum, das durch Spontangerinnung gewonnen war und mit 
Kochsalz versetzt wurde, nicht nachweisbar. Also trotz starkerer 
Refraktionsabnahme tritt hier doch keine quantitative Fallung ein 
Die Klarung dieses Phinomens haben wir bald gefunden. Wurde Serum 
mit der gleichen Menge Kochsalz versetzt, so entstand kein Ausfal| 
aber bei gleichartig durchgefiihrter Berechnung wie oben ergab sic) 
eine Refraktionsabnahme von 40 bis 60 Indexteilen. Hieraus ergil 
sich die bedeutsame Tatsache, daB beim Versetzen von Serum bzw 
PlasmaeiweiBlésung mit sehr konzentrierten Kochsalzlésungen der 
Refraktionsindex geaindert wird. Diese Tatsache muB dazu fiihren 
daB noch einmal die Robertsonsche Methode zur Globulin-Albumin- 
bestimmung in dieser Hinsicht genau durchgeprift wird. Jedoch 
diirfte bei letzterer diesem Phinomen weniger Bedeutung zukommen. 
da als ResteiweiB bei dieser Albumin-Ammoniumsulfatgemische ge 
messen werden und Albuminlésungen kaum entquellungsfahige Aggregat+ 
enthalten diirften. 


Von Leendertz ist eine andere Art der Fibrinogenbestimmung ei: 
gefiihrt worden: Mit paraffinierter Nadel in paraffiniertem Gefai 


wonnenes Plasma wurde nach Zentrifugieren mit paraffinierter Pipette 


abgehoben, zu 1,5ccm dieses Plasmas alsdann 0,2 ccm einer 3,55 °,iger 
Natriumcitratlésung hinzugesetzt und 0,04ccm 1,5°,iges Caleiumchlorid 
Der Refraktometerindex wurde sofort bestimmt und nach einiger Zeit, 
wenn Gerinnung eingetreten war, nach Abzentrifugieren der geronnenen 
Masse. Hier also wird nicht die Hitzegerinnung, sondern die physiologiscl. 
Spontangerinnung, ein ganz andersartiger ProzeB verwertet. Wenn diese 
beiden Bestimmungsarten iibereinstimmen sollten, so mubte angenommen 
werden, daB sie beide rein quantitativ sind. Wir versetzten je 0,9 cc! 
unserer Plasmacitratmischung mit 0,1 cem 5° igen Calciumchlorids. ( 
rinnung trat nach etwa 45 Minuten bis zu 2 Stunden ein, je nach Meng 
des Fibrinogens (je mehr, desto schneller). Die Ausscheidung kann 


Me 


wel 


det 
wel 
wil 


tri 


vol 
my 
zw 
bes 
in 
ils 
Te 
ety 
gik 
gle 
ety 
VO) 
in 
an. 
die 
sal 
bis 
Fil 
sO 
Wi 
un 
die 
0,¢ 
los 


jec 


we 





t sic] 


seher 
er mH 
deny 
elwa 
Is be 
llung 
Inzu 
erem 
g ist 
| mit 
kerer 
ein 
rum 
sfal] 
sich 
rgibt 
bzw 
der 
ren 
min- 
loch 
nen 
ge 


Cate 








Fibrinogenmenge usw. im Plasma. 227 


heschieunigt werden durch einen Aufenthalt der Glaischen bei 37° im Brut- 
whrank. 

Die Werte, die man erhalt, miissen im Vergleich zur Starlinger- 
Vethode wegen der Verdiinnung mit Calciumchlorid um 10°, erhéht 
werden. Mit dieser Methode wurden durchaus gleichsinnige Resultate 
wie mit der Starlinger-Methode erhalten, allerdings fallen die Werte 
der Leendertz-Methode etwa 15 bis 20°, geringer aus, wahrscheinlich, 
weil bei dieser letzteren das Fibrin in gequollenem Zustande ausgeschieden 
wird, wodurch der Restfliissigkeit Wasser entzogen und sie konzen- 


trierter wird. 





Plasma 1. 2. 3 4 5. 
Se fe se ee 1,05 1,45 0,6 1.8 07 
Leendertz (+10%).. . 0.99 1,37 0.55 1,65 0.6 


Zwischen Salz und geléstem EiweiB herrscht bei den Aussalzungs- 
vorgingen, wie sie F. Georgi benutzt, eine Konkurrenz um das Lésungs- 
mittel, so daB sich nach dem Massenwirkungsgesetz ein Gleichgewicht 
zwischen Salz und Proteinkonzentration einstellen wird. Bei, je einer 
bestimmten Salzkonzentration kann nur ein bestimmter Teil Eiwei8 
in Lésung bleiben; der Rest fallt aus. Nach dieser Vorstellung miBte 
ilso, wenn etwa 1°, Fibrinogen in einer Lésung vorhanden ist, dieser 
Teil beim Versetzen der Lésung mit der gleichen Menge konzentrierter, 
etwa 35 °iger Natriumchloridlésung fast vollkommen ausfallen, d. h. es 
gibt einen unter diesen Umstainden maximalen Ausschlag. Finde der 
gleiche Versuch jedoch mit 30°,iger Kochsalzlésung statt, so miBten 
etwa nur 0,8°, ausfallen; es bliebe 0,2°, in Lésung; bei Verwendung 
von 26% iger Kochsalzlésung bliebe angenommenerweise nur 0,5°%, 
in Lésung usw. Es kommt also nicht auf die ausfallenden Mengen 
an, sondern auf die in Lésung bleibenden. Versetze ich also eine Lésung, 
die 0,3°%, Fibrinogen enthalt, mit der gleichen Menge 26°,iger Koch- 
salzlésung, so trite keine Fallung ein, da bei dieser Salzkonzentration 
bis zu 0,5 °%, Fibrinogen in Lésung bliebe ; fiige ich aber zu einer 0,7 °, igen 
Fibrinogenlésung in eben derselben Weise die Kochsalzlésung hinzu, 
so wiirde ein Ausfall von 0,2 °%, Fibrin stattfinden. Die hier angegebenen 
Werte sind fiktive ; wir konnten diesen Vorstellungen aber in qualitativer 
und quantitativer Weise eine Stiitze verleihen. Qualitativ kann man 
dies insofern nachweisen, als, solange der Fibrinogengehalt unter 
0,6 Skalenteilen bleibt, im F.Georgi-Versuch mit 26% iger Kochsalz- 
lisung es niemals zur Ausflockung kommt. Uber 0,7 Skalenteilen 
jedoch, genau entsprechend dem beobachteten Fibrinogengehalt. 
Quantitativ konnten wir unsere Behauptung insofern als richtig er- 
weisen, als immer dann, wenn mit 26°, oder konzentrierter Kochsalz- 
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lésung eine Fallung vorgenommen worden ist, beim spateren Erhitze, 
der Rest des Fibrinogens eusfallt, und zwar in immer gleicher Konze; 
tration. Bei Verwendung gleicher Menge konzentrierter Kochsaly 
lésung bleibt immer derselbe Teil Fibrinogen noch in Lésung, nimlic) 
0.1 Skalenteil; bei 26°,iger Kochsalzlésung stets 0.35 Skalenteij 





Nr Piasma 1 2 3 4 


la 05 Plasma + 0,5 26% NaCl aa 91.4 90,55 91,05 89.5 
2a O58 Plasma + 0,5 26% NaCl aa 

auf 56° erhitzt und zentri- 

RE =) sss Se ee x 91,05 90,2 99.7 R915 


Differenz — Fibrinogengehalt in 
Losung bei 26% NaCl. . . O35 0.35 0.35 0.35 
Lb O39 Plasma + 0,5 konz. NaCl aa 100.9 99.7 100.55 YY | 
2b OD Plasma + 0,5 konz. NaCl aa 


auf 56° erhitzt und zentri- 
a ane LOO 99.6 100,45 YS.Y 


Differenz — Fibrinogengehalt in 
Losung bei konz. NaCl . . O] 0.1 O41 01 


Fibrinogengehalt nach Star- 
ee ee ee eee 1,5 1,7 1,05 O85 


Die Tabelle, die vier solcher Versuche wiedergibt, soll dies ver 
anschaulichen. Genau 0,5cem Plasma wurden einmal mit 0.5 cen 
26°%iger Kochsalzlésung, einmal mit 0,5¢cm konzentrierter versetz' 
und nach 3 Stunden zentrifugiert. In der iiberstehenden Fliissigkeit 
wurde der Refraktometerindex bestimmt (Reihe la bzw. Ib), dam 
wurde 5 Minuten auf 56° erhitzt, wieder vom Niederschlag abzentrifugiert 
abermals der Index bestimmt (Reihe 2a bzw. 2b) und die Differe: 
errechnet. Diese Differenz war immer gleich, sie betragt beim Zusat: 
von 26°, iger Kochsalzlésung 0,35 Skalenteile, beim Zusatz von konze: 
trierter Kochsalzlésung 0.1 Skalenteile. 


Die Labilitatsbestimmung von F. (Georgi beruht also zum grélite: 
Teil auf quantitativen Verhaltnissen. Da wir nie bisher nachweise: 
konnten, daB bei einem bestimmten Salzgehalt der Lésung das ein 
Mal mehr, das andere Mal weniger Fibrinogen in Lésung bleibt, vielmeh 
immer die gleiche Menge, so ist auch dies ein Beweis fiir die Einheitlic! 
keit des Fibrinogens mit einheitlicher MolekiilgréBe. Da beim F. Georg 
Versuch neben der Starke des Ausfalls vor allem der Zeitpunkt bestimm 
wird, bei welchem zuerst sichtbare Flockung auftritt, so kénnte diese! 
Zeitpunkt desto schneller auftreten, je mehr Molekilaggregat: 
urspriinglich vorhanden waren. Das Auftreten der Flocken wird | 
bestimmt durch den Zusammentritt von kleineren Komplexen 
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yroBeren sichtbaren, und wenn urspriinglich schon viele gréBere Kom- 
plexe vorhanden waren, so muB schon der Zusammentritt von wenigen 
derselben alsdann sehr friih deutlich sichtbare Flocken erzeugen. Tat- 
sichlich haben wir bisher aber bei normalem Fibrinogengehalt oder 
eicht erhéhtem dieses nicht finden kénnen, vielmehr scheint uns unter 
len Verhaltnissen, die im Plesme herrschen, der Eintritt der Flockung 
witlich immer von der Menge des Fibrinogens ebhingig zu sein. Es 
scheinen also nicht so groBe lonenverschiebungen im Plasme vorhanden 
ni sein, daB eine auf diese Weise erkennbare Anderung der Zustandsform 
les Fibrinogens statthet 


Um die Labilitét des Plasmas zu priifen, hat Gerloczy (1) folgende 
Methode angegeben: Zu je 0,3ccm Plasma-Citratmischung werden je 
0.3cem folgender Salze in isotonischer Lésung, also etwa 1/6,9 mol. Kon- 
ntration zugesetzt: KSO,, KCl, KBr, KNO,, KJ, KSCN. Diese Salze 
ntsprechen der Hofmeisterschen Ionenreihe, die besagt, daB bei gleichem 
Kation (hier K) SO, staérker EiweiB fallt als Cl, dies staérker als Br usw. 
Es wird steigend zwischen 50 und 60° im Wasserbad erhitzt und die Flockung 
n den Glaschen beobachtet und notiert. 


Gerloczy geht von der Annahme aus, daB die Salze in der obigen 
Reihenfolge die Hitzegerinnung férdern bzw. unterstiitzent so daB 
normale Seren keine Flockung zeigen, labile je nach dem Grade mit 
einem oder mehreren dieser Salze der Reihenfolge nach. Was zunachst 
die Ansicht betrifft, daB unter diesen Bedingungen SO, die Gerinnung 
mehr férdert als Cl usw., so ist sie mit Sicherheit falsch. Schon aus 
der Starlinger-Methode zur quantitativen Fibrinogenbestimmung, wie 
auch aus den Arbeiten Frédéricg geht einwandfrei hervor, daB ohne 
Salzzusatz bei 56° alles Fibrinogen ausfallt, und oben haben wir gezeigt, 
daB nach Verdiinnen noch quantitativ alles Fibrinogen ausfallt. Die 
Salze der Hofmeisterschen Reihe kénnen also, da ohne ihren Zusatz 
bereits eine maximale Fillung eintritt, wenn erhitzt wird, die Ge- 
rinnung nicht fordern, sondern sie miissen sie in der umgekehrten Reihen- 
folge hindern, und $0, hemmt dabei fast gar nicht, SC N am starksten. 
Wenn Gerloczy in Normalfallen mit SO, keine Flockung feststellen 
konnte, so stimmt das, eine Triibung wird aber unter den angegebenen 
Bedingungen immer eintreten. Diese Triibung ist sowohl im Agglutinoskop 
sichtbar als auch abzentrifugierbar. Zu einer gréberen Flockung kommt 
es erst, wenn der Fibrinogengehalt sehr hoch ist. Alsdann kommt 
es aber zu mehr oder minder starker Triibung oder Flockenbildung 
bei den iibrigen Salzen, so daB immer ein Parallelismus zu der Fibri 
nogenmengenbestimmung da ist. Wenn nun diese Salze in der 
angegebenen Weise eine Hemmung auf die Gerinnung ausiiben, was 
iibrigens schon Pauli behauptet hat, so miBten hohe Konzentrationen 
dieser Salze stirker hemmen als niedrige, und eventuell miBte sich 
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sogar ein quantitatives Verhalten nachweisen. Beides zu zei 
uns gelungen. 


{ 
+ Aas! 


Je sechs Glaschen wurden mit 0,3 cem folgender Salzkonzentrat jone, 
der obigen Anionenreihe beschickt: n/i, n/3,5, n/7 (isoton), n/14, »/98 
n/64". Hierzu kamen je 0,3 cem Plasma, und es wurde 5 Minuten auf 59 


erhitzt. Parallel wurde die Fibrinogenbestimmung nach Starlinger angesety; 


und eine Kontrolle mit 0,3 Plasma + 0,3 destilliertem Wasser. Wir vebe, 
in folgenden der Raumersparnis halber nur zwei der immer gleich ye) 
laufenen Versuche wieder. 


Die Triibungen wurden gegeneinander makroskopisch abgeschitz: 
unter Zugrundelegung der Triibung in der Kontrolle. Die Bezeichnungey 


fiir den Ausfall waren der Reihe nach: O, Sp. Op. (Spur Opaleszenz 
Op., St. Op. (starke Opaleszenz), Trbg. (Triibung), St. Trbg., 
+-+--+. Aus diesen Tabellen ist ersichtlich, daB die Triibungen bz 


Flockungen sich nach der Fibrinogenmenge richten (Fall 2 mehr al 


Fall 1) und weiter, daB, je héher die Konzentration der Salze ist, dest: 
mehr Fibrinogen vor der Gerinnung geschiitzt wird, bei KSCN in de; 
héchsten Konzentrationen sogar immer alles Fibrinogen an der Aus 
fallung gehindert wird. Sinkt der Salzzusatz unter die isotonisch 
Konzentration, so ist der im Verhaltnis zur Menge der Serumione: 
geringe Anteil der Zusatzionen von so minimalem EinfluB, daB kein 
deutlich hemmende Funktion mehr nachweisbar ist. 


1. Fibrinogengehalt nach Starlinger: 0,6 Skalenteile. Kontrolle: 


rey ist 





Konzentr. n/1 n/3,5 n/7 n/14 n/28 n'% 
Salz 

KS, . +/+ St. Trbg. + L 4 
man. « . Trbg. St. Trbg. (+) + 
KBr .. Op. Trbg. St. Trbg. + 
KNOs. . (Sp. Op.) Sp. Op. St. Trbg. - + 
_ Pee 0 Op. Trbg. (+) (+) 
KSCN . 0 i) _ Op. St. Trbg. (+) 


2. Fibrinogengehalt nach Siarlinger: 1,5 Skalenteile. Kontrolle: 





Konzentr. n/1 n/3,5 n/7 n/14 n/28 n 
Salz 

Ky SO.) +++/++++ +4+/+++4 +++ + +4 t+ 

KCl. . ++ ete | +e e+ +++ rr | tt 
KBr . a = +4/++4+  4++4/4+44 +44 , 
K NOs Trbg. + ++ |+tit+++| +++ 

KJ. . 0 Trbg. " 4+ rw re 
KSCN 0 Op. St. Trbg. set ++4+++4 


Diese Mengen sind fiirn 1: K,SO, 8,713 auf 100g Aqua dest.; K‘ 
74,56 auf 100; Br: 11,902 auf 100; KNO,: 10.11 auf 100: KJ: 16,602 
100; HSCN: 9,718 auf 100. 
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-on einem Plesma, des nach Starlinger 1,8 Skalenteile Fibrinogen 
enthielt, wurden Verdiinnungen hergestellt in der Weise, daB in 5 Glaschen 
der Reihe nach 0,5, 0.4, 0,3, 0,2, 0,1 com Plasma kamen und mit phy- 
jologischer Kochsalzlésung auf 0.5cem aufgefiillt wurden. Dann 
kamen in jedes Glaschen 0,5cem n/3,5 KSCN. Es wurde 5 Minuten 
hei 56° erhitzt. Vor dem Erhitzen und nach dem Erhitzen und Zentri- 
fygieren wurde die Refraktion bestimmt. Auf diese Weise wurde der 
fillbare Anteil des Fibrinogens nach dem Salzzusatz bestimmt. Wurde 
Jjieser fallbare Anteil von dem durch Errechnung feststel/Jbaren tat- 
.achlichen Fibrinogengehalt abgezogen, so erhalt man den Fibrinogen- 
wert, der durch 0,5 cem n/3,5 KSCN in der Lésung vor der Gerinnung 
veschiitzt wird. Er betrigt, wie unsere Tabelle zeigt, innerhalb der 
Fehlergrenze gleichmaBig etwa 0,2 Skalenteile, also ist auch dieser 
Schutz mit gréBter Wahrscheinlichkeit auf einen quantitativen ProzeB 
surickzufiihren, zumal wir bei den anderen Salzen dasselbe, nur in 
weit geringerem MaBe, feststellen konnten. 





Plasma 05 04 0,3 0,2 0,1 


Fibrmogengehalt in der Verdiinnung (er- 
rechnet ) 2 - a 09 0.72 0.54 0,36 0,18 


Fibrinogenanteil, der gefallt wurde 07 050 | 035 , 015 0,0 


Intferenz in Losung betindlicher Fibri- 
nogengehalt bei n/3.5 KSCN . . ‘ 0.2 


022 019 O21 0.18 


Bei diesem ProzeB handelt es sich um einen ganz anderen 
Mechanismus als bei dem im F.Georgischen Versuch. Bei letzterem 
st es ein reiner AussalzungsprozeB, bei ersterem ein reiner Lésungs- 
prozeB, der durch charakteristische loneneigentiimlichkeiten bedingt 
ist. Er hat sicher nichts mit der elektrischen Ladung der Proteine zu 
‘un, Zzumal ja in unseren Versuchen bei einem fast einheitlichen py 
von etwa 8.4 (elektrometrisch gemessen) das Fibrinogen immer negativ 
aufgeladen ist und zur Fallung das entgegengesetzt geladene lon (also 
Ketion K*) von EinfluB sein miiBte. Dieselben Versuche bei anderer 
Wasserstoffionenkonzentration zu priifen, schlugen fehl, da alsdann 
sich die tibrigen EiweiBkérper, insbesondere das Globulin an der Reaktion 
beteiligen. 

Auch die Versuche von Sachs und von Oettingen (2) sind zum groBen 
Teil auf die eben erlauterten Prinzipien zuriickzufiihren. Nach Sachs 
und Oettingen enthalt stabiles Neugeborenenplasma sehr wenig Fibrinogen, 
wahrend Gravidenplasma (labil) groBe Mengen dieses Stoffes auf- 
ween. 

Weder mit der Methode von F. Georgi, noch mit der von Gerloczy 
abt sich also eine reine Labilitat nachweisen, vielmehr beruhen beide 
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zum tiberwiegenden Teil auf quantitativen Verhiltnissen. Vic! 
kann beim F. Georgi-Versuch einmal durch einen begleitenden [one 
mangel es zu veranderter Fallbarkeit kommen. Wir haben bisher 
solche Faille nicht auffinden kénnen. Es wurde auch versucht, durch 
Viskositatsbestimmungen Unterschiede in dem Verhalten des Fibp; 
nogens zu finden, ausgehend von der Annahme, daB bei gleiche 
Fibrinogengehalt héhere TeilchengréBe eine relativ héhere Viskositi 
erzeugen miiBte. Dies wurde in der Weise versucht, daB neben de 
Fibrinogenmengenbestimmung gleichfalls die Viskositat vor und nach 
dem Erhitzen gemessen wurde. Jedoch war der Vikositatsunterschic«| 
der etwa 0,03 pro 0,1 Skalenteile Fibrinogen betrug (gemessen 
HeBschen Viskosimeter) zu gering, um deutliche Unterschiede zu ¢, 
halten. Uns scheint also zunichst bei der Priifung des Plasmas jy 
Vergleich zur Senkungsreaktion der Mengenbestimmung des Fibrinoge:. 
die wichtigste Rolle zuzufallen. Ob allerdings eventuell der Vergleich 
der gravimetrischen oder einer ihr parallel gehenden Methoden mi: 
der Bestimmung der spezifischen Refraktion noch neue Wert: 
schaffen gestattet, bleibt zurzeit eine offene Frage. 


Zusammenfassung. 


1. Die Methoden der Fibrinogenbestimmung von Starlingey 
Leendertz geben durchaus gleichsinnige Resultate, jedoch sind die Wert: 
die nach letzterer Methode gewonnen wurden, um 15 bis 20°, geringer 


2. Beide miissen demnach unter dén Voraussetzungen unsere 
Versuche als quantitative Methoden angesprochen werden. 


3. In der Mehrzahl der Fille besteht zwischen der Senkun 
reaktion und der Fibrinogenmengenbestimmung ein Parallelism: 
Dieser kommt am geringsten in den Fallen zum Ausdruck, in denen ein 
gering erhéhter Fibrinogengehalt herrscht. 


4. Ein wichtiger zweiter Indikator fiir etwaige pathologis«! 
Prozesse diirfte also die Mengenbestimmung sein. Ein Vergleich zwischv) 
Senkungsgeschwindigkeit und Fibrinogenmenge muB in den Fill: 
in denen kein Parallelismus besteht, einer besonderen Beachtung wer' 
sein. Die biologische Bedeutung dieses Phinomens ist vorab eben- 
ungeklart, wie die der Mengenvermehrung des Fibrinogens. 


5. Der Begriff der Labilitat der EiweiBkérper wird gar zu hauii 
ungeniigend definiert verwendet. Es kann sich bei den Vorgingen. (i 
seiner Aufstellung zugrunde liegen, ganz abgesehen von quantitative! 
Unterschieden um die Fragen a) der MolekiilgréBe, b) der Aggresa' 
bildungstendenz, c) der Verschiedenartigkeit der elektrischen Ladi 
handeln. 
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6. Die Methode von F. Georgi zur Bestimmung der Plasmalabilitat 
lone durch Aussalzen mittels 26°,iger Kochsalzlésung und diejenige von 
bisher [erloczy durch Gerinnungshemmung nach Zusatz verschiedener Salze, 
durch HEhaben zum groBen Teil rein quantitative Vorginge zur Grundlage, 


Fibri. He deB immer der Parallelismus zur Fibrinogenmengenbestimmung 

‘chem jeutlich ist 

Maitat 7. Beide Reaktionen beruhen jedoch auf verschiedenen Mechanismen 

‘nt der B wahrend die Methode von F.Georgi eine reiner Aussalzungsvorgang 
tach Bi beruht die Methode von Gerloczy, im Gegensatz zu dessen eigener 

Chie \nnehme, auf der Erhéhung der Lésungstendenz durch die lonen der 


Hotmeiste rschen Reihe. 


Lu ' — 
8. Refraktometrische Bestimmungen bei Aussalzung des Fibri- 
is ) - . ° . ee ° 
nogens durch Kochselzlésung sind nicht méglich 
Ovens 
yleic} 
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Uber den Fluorgehalt der Zihne '. 


Von 
lritz Trebitsch. 


(Aus der Abteilung fiir Zahn- und Kieferersatz des Zahnarztlichen Inst: 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Oktober 1927.) 


Im Jahre 1803 fand Morichini® das Fluor im fossilen Elfenbein 
Unter anderen bestatigte Gay-Lussac? diese Angabe, der es auch iy 
frischem Elfenbein und in den Zaihnen von Menschen und Tiere 
nachwies. 

Eine Auswahl der gefundenen Fluorwerte ist in der nachfolgenden 
Tabelle chronologisch zusammengestellt. Die groBe Zahl der vorliegenden 
Untersuchungen iiber diesen Gegenstand erklart sich aus der bemerkens 
werten Stellung, die das Fluor in der Chemie einnimmt; nicht zuletzt 
aber aus der Tatsache, daB Fluor in seinen léslichen Salzen ein starkes 
Antisepticum darstellt und daher seine Beziehungen zu den Zahnen 
besondere Beachtung fanden. Die aus der Tabelle ersichtlichen Schwan 
kungen des Fluorwertes sind verhaltnismaBig groB; sie erklaren sich 
aus dem Wechsel des untersuchten Materials und aus den mannigfachen 
Methoden, iiber deren Vollkommenheit verschiedene Forscher mit 
unter recht verschieden urteilen. 

Beziiglich der Entwicklung der Fluorfrage sei auf die Arbeit vo 
Gabriel verwiesen. Gabriel selbst gibt an, daB der Fluorgehalt 0,05 nicht 
iibersteige, in seltenen Fallen kénne er 0,1 erreichen. Aber schon | Jal 
spaiter kam Wrampelmeyer zu anderen Ergebnissen und erhielt fiir gesunc: 
und kranke Zaihne von Kindern und Erwachsenen Werte von 0,65 bis 
1,40°,; er spricht sich dahin aus, daB ein direkter SchluB auf die Gesundheit 
der Zahne aus ihrem Fluorgehalt nicht abzuleiten sei. Gabriel widersetzt: 
sich diesen héheren Werten, und auch Kiihns trat seiner Auffassung be! 
Michel untersuchte nach Abtragung der Wurzeln nur die Kronen; er fand 
in normalen und kariésen Zahnen zwar keinen Unterschied des Fluo: 


Vortrag, gehalten auf dem Deutschen Zahnarztetag in Niirnberg 
am 6. September 1927. 
2 Zitiert nach Gmelin-Meyer. 





Hew 


Zale 
| ll 
ihe 





Cin 
1 in 


Ten 








F. Trebitsch: Fluorgehalt der Zahne. 235 





Es fanden Im Jahre 9 Fluor Methode Anmerkungen ** 
Berzelius 1807 1 Gew. Analyse 
Baate.°?. s 1849 ] “ a Knochen 
Hoppe-Seyler . 1862 Spuren Glasatzung 
Saleskt . ws 1866 (0),229 - 
ad ee 1885 5—8(!) Diff. Berechnung Ganseknochen 
Weiske*® .. 1S89 Bit) * os Huhnerknochen 
Brandl und 
Tappeiner. . 1891 Spuren Destill. Sik’, Knochen 
(arnot®. ... 1892 O1 . ‘ Eletantenzabn 
Gabriel*®. . . . 1892 0.05 Glasatzung Glycerinasche 
Gluhasche 
| rampelmeyer L893 0,65—1,55 Destill. Sify | Ohne Belang fiir 
Kiihine 1895 0,04 = ‘ Caries 
Vichel - 1897 0,96 0,69 | ‘a - Obne Belang fiir 
| inZahnkronen = | aries 
os oo | Schmelz 1,171 | 
gi ae Re Iss | Dentin 0,665 | " 
‘Sheffer®. | 1998 | "Krank o,19 | Gasvolumetr. — MaBgebich tor 
Harms* ... 1899 0,006 Destill. Sik, Glycerinasche 
JodIbauer* . . 1903 0,26—0,35 Gasvolumetr. Gluhasche 
flassmann., . . 1908 a Gasvolumetr. Statt F nur Cl 
| Glasatzung 
Renney ‘ome 1912 0,07—0,12 Gasvolumetr. F+Cl! 
Sonntag. . . . 1915 0.05 —0.15 Glasatzung Hundezahne 
Gassmamn. . . 1926 “ 
* ' 9 bezogen auf veraschte Substanz ** Wo nicht anders bemerkt: Menschenziahne. 


vehalts, aber doch héhere Werte als Gabriel. 1898 wandte sich Bertz gegen 
Gabriel und bestimmte durchschnittlich 1,171°, Fluor im Zahnschmelz, 
0,665°, im Zahnbein. Im selben Jahre traten auch Hempel und Scheffler 
mit ihren Befunden hervor. Sie hatten ihre eigene Methode der Gasvolumetrie 
angewandt, nach der sie in kranken Zihnen weniger Fluor bestimmten als 
in gesunden (0,1 gegen 0,33°,). Harms dagegen schienen selbst die von 
Gabriel angegebenen Fluorwerte zu groB. Nach Jodlbauer sind jedoch 
lie Werte beider Autoren zu klein; er arbeitete nach der Hempelschen 
Methode und bestatigte ihre Zuverlassigkeit. 1908 erhielt auch Gassmann 
nach der Hempelschen Methode ahnliche Werte wie dieser; bei der 
qualitativen Untersuchung des Gases erwies es sich jedoch nicht als Fluor, 
sondern als Chlor; daraufhin verneinte er die Anwesenheit von Fluor iiber- 
haupt. Renner modifizierte die Methode nach Hempel und wies neben dem 
Chior auch Fluor in Mengen von 0,07 bis 0,15°, nach. Zu &hnlichen Zahlen 
kam auch Sonntag, dessen Zusammenstellung der neueren Literatur hier 
hervorgehoben sei. Gassmann dagegen leugnete noch im Vorjahre das 
Vorhandensein von Fluor in den Zaéhnen und seine Anschauung hat auch 
in zahnarztliche Lehrbiicher Aufnahme gefunden, 


Da sich unter diesen Angaben kaum eine findet, die nicht im 
Widerspruch zu einer anderen stiinde, erschien es notwendig, auf die 
Auswahl] des Bestimmungsverfahrens besonderen Wert zu legen. 

Die Methoden des Nachweises miissen von der veraschten Zahn- 
substanz ausgehen, da die vorhandenen organischen Bestandteile den 
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(rang der Analyse stéren. Nun hatte Tammann beobachtet, daf », 
bei der Veraschung organischer Substanzen mit einem Fluorver|y 
von 10°%, selbst dann rechnen muB, wenn zur Veraschung die 60 fach, 
Menge Natriumcarbonat zugesetzt worden war. Spater hat Gabri, 
die von ihm untersuchten Zaihne und Knochen nicht dem Glithvorgany 
unterzogen. Er erhitzte sie 2 Stunden hindurch bei 200° in Glyceri: 
kalilauge und gleubte, dadurch die organische Substanz ohne Veranderyyy 
des Riickstandes zu entziehen. Er erhielt auch bei der Untersuchun 
dieser Glycerinasche, wie er sie nennt, auf Fluor annahernd gleich 
Ergebnisse, wie bei der von ihm gleichfalls angestellten Untersuchum 
der Gliihasche; nimlich Hauchbilder (Glasitzung), aus denen er 
einen minimelen Fluorgehalt schloB. Nach ihm wurde das Verfehre; 
der Glycerinveraschung noch von Harms benutzt. 


Um die Brauchbarkeit dieser Methode klarzustellen, behandelt, 
ich eine gewogene Menge Fluorcalcium genau nach Gabriels Vorschrifi 
Ktwaigen aus den GefiBen stammenden Fehlerquellen beugte ich vo 
indem ich bei allen unter Temperaturerhéhung vorgenommenen Me\i 
nahmen PlatingefaBe gebrauchte. 

In eine Platinschale wurden 100 cem Glycerin gebracht und dari 
3,0g reines KOH gelést. In dieser Glycerinkalilauge wurden 0,20, 
Calciumfluorid 2 Stunden hindurch bei 200° erhitzt. Nach dem Abkiilile: 
wurde filtriert und mit heiBem Wasser nachgewaschen. Das Filtrat wurd 
in einer Platinschale eingedampft und verascht, die Asche in einen Plati) 
tiegel iibertragen. Nach wiederholter Trocknung und Zusatz der etw: 
zehnfachen Menge von wasserfreiem Natriumecarbonat wurde iiber den 
Teclubrenner geschmolzen (1% Stunde Vorwairmen, % Stunde Gliihen 
Die Schmelze wurde mit heiBem Wasser aufgenommen und filtriert, i) 
Filtrat nach dem weiter unten genannten Verfahren die Fluorbestimmuny 
durehgefiihrt. Es wurden 0,00624g Fluor gefunden, das sind 6,4°, ce- 
Fluors der Ausgangssubstanz. 


Es gelang also, in dem nech Abscheidung der Glycerinasche er 
haltenen Filtret Fluor nachzuweisen, und zwer 6.4%, der Ausganys 
substanz. Damit erscheint es auBer Zweifel, daB die nach diesem Ve 
aschungsverfehren ermittelten Fluorwerte viel zu klein sein miisse) 
Die Ahnlichkeit der Gabrielschen Beobachtungen aus der Glycerin 
und aus der Glihasche beruht offenbar darauf, daB sich die Fehler 
quellen der Bestimmung die Wage halten. Jodlhauer, Noetzel, Seeman 
und Treadwell haben inzwischen festgestellt, deB die Gliihverlus': 
von Fluorcalcium verhaltnismaBig unbedeutend sind, wenn das Gliihe: 
nur kurze Zeit und nicht vor dem Geblise erfolgt. Ich glaubte daher 
von einer Veraschung in den besonderen Apparaten von Tucker ode 
von Wislicenus Abstand nehmen zu kénnen. 


Zur Bestimmung des Fluors sind zahlreiche Methoden angegebe 
die sich in fainf Gruppen zusammenfassen lassen: 
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|. Kolorimetrische Met hoden 


: 2. titrimetrische Methoden, 

; : 

; 3. gasanalytische Methoden, 

j 4. Methoden, die auf der Austreibung von Siliciumtetrefluorid 


B oder Fluorwasserstoff (Glasitzung) beruhen, 

5. gewichtsanalytische Methoden. 

: Von einer kritischen Besprechung der verschiedenen Verfahren 
‘sei hier abgesehen und deriiber euf die sehr griindlichen Arbeiten von 


| WH. Adolph, Walter Schulz, Seemann und Renner verwiesen. Fiir 


’ meine Zwecke erschien mir die Methode von R. J. Meyer und W. Schulz 


' «hr geeignet, deren VerléBlichkeit auch von Liihring, Noetzel und 


Ulex hervorgehoben wird. Die Vorziige der genannten Methode, nach 
der das Fluor mit Lanthanacetat als Lanthanfluorid bestimmt wird, 
sind nach Walter Schulz folgende: 

1. Die Operationen kénnen ohne Verlust in Glas- oder Porzellan- 
vefiBen vorgenommen werden. Man ist also auf die Benutzung des 
kostspieligen Platins nicht angewiesen. 

2. Das Fluor kann aus essigsaurer Lésung gefallt werden, so dab 
des Mitfaillen von Cearbonaten und der Metallhydroxyde vermieden 
wird 

3. Es kénnen sehr kleine Fluormengen quantitativ ausgefallt 
und genau bestimmt werden, da die Methode auBerst empfindlich 
und nicht mit den iiblichen Fehlerquellen der anderen gravimetrischen 
Verfahren behaftet ist. Der Niederschleg wird unter den vorgeschriebenen 
Bedingungen weder durch Auswaschen noch durch tiberschiissige 
Faillungsmittel kolloid gelést und ist vor allem unléslich in Wasser 
und Essigsaure. 

4. Giinstig fiir die genaue Berechnung ist ferner das hohe Molekular- 
gewicht des Niederschlages, in dem des Fluor nur ein Drittel des Gesamt - 
gewichts ausmacht. 

Zur Bestimmung nach einer gewichtsanalytischen Methode muBte 
die im Zehn enthaltene unlésliche Fluorverbindung in eine lésliche Form 
iibergefiihrt werden. In der einschlagigen chemischen Literatur wird 
fast iiberell — ich nenne hier bloB Rose, Hillebrand, Ruff, W. Schulz 
darauf hingewiesen, daB die AufschluBschmelze mit Alkalicarbonat 
allein nicht geniigt, sondern deB ein gewisser Zusatz von Kieselsiure 
notwendig ist. Nur bei H. Dittrich fand ich die Angabe, daB man zur 
Fluorbestimmung im Parisit, einem fluorhaltigen Carbonatmineral. 
die AufschluBschmelze mit Alkalicarbonat allein durchfiihrt. Versuchs- 
weise wurde nun die gepulverte Trockensubstanz eines Zehnes geteilt 
und die AufschluBschmelze einme!l mit, einmal ohne Kieselsaure vor- 
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genommen. In jedem Schmelzgut wurde der Fluorgehalt gesoy 
bestimmt. 

Zahn Nr. 65 (mittlerer oberer Schneidezahn) wurde gepulvert 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,3060 g dieser Trockensubstanz wurden nach dem weiter unt: 


schriebenen Verfahren untersucht und 0,4275°, Fluor gefunden. 


0,3210 g¢ derselben Trockensubstanz wurden mit der etwa zehnfaciy 
Menge wasserfreien Natriumcarbonats und der etwa doppelten Meng 
mit Séure gereinigten und gegliihten Quarzsandes im Platintiege! y, 
schmolzen (44 Stunde gegliiht), Der weitere Vorgang unterschied sic} 
von dem unten beschriebenen Verfahren dadurch, daB vor der Abscheidung 
der Phosphorséiure nach Treadwell und Koch die Kieselsiure entfery: 
werden muBte. Dazu wurde die Lésung mehrmals mit Ammoniumearbhonat 
eingedampft und jedesmal nach Abstehen filtriert. Die restliche Kies! 
siure wurde nach Berzelius mit ammoniakalischer Zinkoxydlésung aus 
gefallt. Es wurden 0,4017°, Fluor gefunden. 


Es wurden fast gleiche Werte gefunden (0,402 und 0,428°,), und 
die Alkalicarbonatschmelze erschien somit fiir den AufschluB in Zihney 
ausreichend. Nach Hillebrand und Adolph muB die Schmelze mit den 
unléslichen Riickstand des ersten Aufschlusses ein zweites Mal wiederhol: 
werden, um das gesamte Fluor in lésliches Alkalifluorid tiberzufiihren 
Ich schloB mich aber hier der Ansicht von W. Schulz an, daB durch dir 
im Riickstand verbliebenen Mengen Fluor bei ihrer Geringfiigigkeit 
kaum etwas am Resultat geaindert worden ware. 

Die chemischen Untersuchungen wurden von mir im Haupt. 
laboratorium der Chemischen Fabrik auf Actien (vormals E. Schering 
in Berlin durchgefiihrt. Es ist mir eine angenehme Pflicht, dem ge 
nannten Unternehmen fiir sein Entgegenkommen zu danken, besonders 
aber Herrn Direktor Professor W. Schoeller, sowie Herrn Dr. M. Gehriv 

Der Gang des Verfahrens gestaltete sich folgendermaBen: Di 
trocken aufbewahrten Zihne wurden mechanisch gereinigt, die Wurze! 
oberfliche vom Zementmantel annihernd befreit. Nach Reinigung 
mit Ather wurden die Zihne fein gepulvert und in der Trockenpistol 
iiber Phosphorpentoxyd bei Siedetemperatur des Toluols unter Vakuum 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Trockensubstanz = wurd: 
mit der etwa l0fachen Menge wasserfreien Natriumcarbonats auf- 
geschlossen. Nach ausreichendem Vorwarmen auf kleiner Flamm: 
wurde der bedeckte Platintiegel eine halbe Stunde iiber dem Teclu 
brenner der Rotglut ausgesetzt. Die erkaltete Schmelze wurde mit 
heiBem Wasser aufgenommen, filtriert und mit heiBem Wasser nach 
gewaschen. Da die Phosphorsiure nicht bestimmt werden sollte, wa: 
es nicht nétig, den von Miiller und Wagner angegebenen Weg ein 
zuschlagen. Vielmehr wurde nach Treadwell und Koch verfahren, das 
alkalische Filtrat mit Salpetersiure neutralisiert, die Phosphorsiur 
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mit Silbernitrat im UberschuB als Silberphosphat ausgefallt und dann 
pfiltriert. Der SilberiiberschuB gelangte mit Natriumchloridlésung 
mr Abscheidung. Nun erwies es sich als notwendig, die durch das 
exekte Auswaschen der Filter stark vermehrte Fliissigkeitsmenge 
vif kleineres Volumen einzudampfen; zur Erzielung alkalischer Reaktion 
mute dazu vorher ausreichend Natriumcarbonatlésung zugesetzt 
werden. Nach erfolgtem Abkiihlen konnte jetzt die Lanthan-Methode 
nech Meyer und Schulz in Anwendung kommen. Sie wurde genau 
nech Vorschrift durchgefiihrt. Untersucht wurden bisher vier Zihne, 
bei denen sich ein Fluorgehalt von 0,29, 0,43, 0,55 und 0,59 %, bezogen 
euf die Trockensubstanz, herausstellte. Erwahnt sei hier, daB auch 
W. Schulz als Testobjekt fiir die Lanthan-Methode seinerzeit einen Zahn 
yntersuchte und 0,48°, Fluor fand. 

Aus der Verschiedenheit der gewonnenen Einzelergebnisse sind 
vorsichtigerweise vorerst keine Schliisse zu ziehen, da sie auch durch 
verschiedenes Mengenverhaltnis Schmelz: Dentin in den _ einzelnen 
Zihnen bedingt sein kénnen. Jedoch dauern die Untersuchungen an 
und es soll dariiber und auch tiber laufende Fiitterungsversuche zu 
gegebener Zeit noch berichtet werden. 

DaB sich Fluor in den Zahnen findet, geht auch noch aus anderen 
Beobachtungen der letzten Zeit hervor. So ist R. Gross auf Grund 
rontgenkristallographischer Untersuchungen zu dem Ergebnis gelangt, 
daB es sich bei den harten Ze hngeweben um ein Haufwerk von Apatit- 
kristallen handelt; und Goldschmidt! (Oslo) macht besonders darauf 
aufmerksam, daB sich im Zahnschmelz der harteste Apatit, namlich 
Fluor-Apatit, vorfindet. 

Meine vorliufigen Ergebnisse lassen sich folgendermaBen zu- 
sammenfassen : 

1. Die Glycerinveraschung nach Gabriel ist fiir Fluorbestimmungen 
in Zahnen ungeeignet. 

2. Zur Uberfiihrung der in Zahnen enthaltenen unléslichen Fluoride 
in lésliche Verbindungen erscheint die AufschluBschmelze mit Alkali- 
carbonat ohne Zusatz von Kieselsiure ausreichend. 

3. In Menschenzihnen konnten nach der Lanthan-Methode von 
Meyer und Schulz Fluorwerte von 0,29 bis 0,59 %,, bezogen auf Trocken- 
substanz, ermittelt werden. 


Zu diesen Untersuchungen wurde ich von Herrn Professor Schréder 
engeregt, dem ich hierfiir sowie fiir die stete Férderung wahrend der 
Arbeit sehr zu Dank verpflichtet bin. 


' Zitiert nach V. Andresen. 
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Oberflichenaktivitaét der Gallensiuren. I. 


Von 
N. A. Krajewsky und Nikolaus Wwedensky. 


(Aus dem Laboratorium fiir experimentelle Biologie der Swerdlow- 
Universitat und dem physiologischen Laboratorium der Krupsky- 
Akademie.) 


(Eingegangen am 21. September 1927.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Gallensaiuren und ihre Salze gehéren zu den Stoffen, welche 
die Oberflachenspannung reinen Wassers stark herabsetzen. 

Man bedient sich gegenwiirtig dieser bekannten Eigenschaften 
derselben behufs qualitativer Bestimmung ihres Gehalts in patho- 
logischen Fliissigkeiten, wie auch bisweilen zu dem Zwecke, um nach 
dem Depressionsgrad der Oberflachenspannung ihren relativen Gehalt 
in einer Lésung zu beurteilen. 

Die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Gallensiuren sind 
jedoch bis heute noch nicht geniigend griindlich erforscht. 

Zur Charakteristik der Oberflacheneigenschaften (Kapillaren) eines 
Stoffes dient auf Grund der heutigen physikalischen Arbeiten einerseits 
die Bestimmung der Adsorption (I°) eines oberflachenaktiven Stoffes in 
der Oberflachenschicht (Gibbs'), andererseits seine Oberflachenaktivitat (@), 
welche durch das Verhaltnis der kleinen Differenz der Ordinaten der Ober- 
flichenspannung (4) zur Differenz der ihnen entsprechenden Abszissen 

: , Ao do ' 
der Konzentrationen ( 4c}, ' j G (P. Rehbinder®) gemessen wird. 

ac ac 

Daneben kénnen die Oberflacheneigenschaften eines Stoffes auch 
nach der Veraénderung der Oberflichenspannung seiner Lésung mit der 
Temperatur (P. Rehbinder*) untersucht werden, analog dem, wie das bei 
reinen Fliissigkeiten der Fall war. 

AuBerdem lassen sich die Oberflicheneigenschaften auch nach der 
Veranderung der gesamten zur Bildung der Oberflichenschicht bei ver- 

° 7 ‘ ‘ de 
schiedenen Temperaturen notwendigen Oberflichenenergie, FE 0 » Th 
if 

! Gibbs, Thermodynamische Studien 1892. 

2 P. Rehbinder, Zeitschr. f. phys. Chem. 111, 448, 1924; 121, 103, 1926; 
s. auch diese Zeitschr. 187, 19, 32, 1927. 

3 Derselbe, Zeitschr. f. phys. Chem. 111, 447—464, 1924. 
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berechnen, d. h. nach der Verénderung von E mit der Temperatur (d £ 
(P. Rehbinder*). 

Fiir glykocholsaures Natrium hat W.C. Mac Lewis nur die K: 
zentrationskurve [¢ = f/(c)] an der Grenze wisseriger Lésung/Petrolat}w. 
untersucht. Die mangelhafte Kenntnis der Oberflicheneigenschafte, 
(Kapillaren) von Gallenséuren erklart sich offenbar durch die Schwieriy 
keiten, die bei den gewdhnlichen Untersuchungsmethoden (der stalag 
mometrischen und der kapillaren) unvermeidlich entstehen muBten. 


Indem wir uns der von Cantor? vorgeschlagenen Maximalblasen. 
druckmethode in der von P. Rehbinder® ausgearbeiteten Form bedienten 
haben wir im Zusammenhang mit dem Gesamtproblem die Haupt- 
eigenschaften der Oberflachenschicht von glykochol- und taurocholsauren 
Natriumlésungen (von Kahlbauwm) an der Grenze Lésung/Dampf (Luft) 
untersucht ¢. 


Die Oberflachenspannung glykocholsaurer Natriumlésungen andert 
sich bei Konzentrationen von ¢ = 0,5 Mol. linear, fast parallel 6 — ¢ 
des Wassers, bei solchen von c 0,012 Mol. jedoch andert sie sich 
mit der Temperatur nach der fiir oberflachenaktive Stoffe charak 
teristischen Kurve, wobei der Temperaturkoeffizient — d¢é/dt von 0°C 
abnimmt. 
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1 P, Rehbinder, Journ. d. Russ. phys.-chem. Ges. 56, 531, 1925; Journ 
f. exper. Biol. u. Med., Nr. 14, 8. 939, 1927. 

* M. Cantor, Wied. Ann. 42, 422, 1892. 

3 P. Rehbinder, Journ. f. exper. Biol. u. Med. 14, 939, 1927; diese 
Zeitschr. 187, 21, 1927. 

* Wir driicken an dieser Stelle dem hochverehrten Herrn Prof. M.O 
Wichert fiir die liebenswiirdig zur Verfiigung gestellten Gallenséurepraparate 
unseren aufrichtigen Dank aus. 
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Tabelle I. 


Oberflachenspannung (in Erg) glykocholsauren Natriums bei verschiedenen 





Temperaturen. 
Cn t 0.0 10.9 20,9 400 60,0 80,0 100,0 
Reines Wasser . o 75,9 74,2 72,75) 69.45 66,10 | 62.82 59,60 
Glykocl olsaures {| 0.5 Mol. o 422 4)8 398 37.0 345 (32.5 
Natrium | 0,012 , o 448 422 4020'365 325 314 


Tabelle II. 


Temperaturkoeffizient glykocholsauren Natriums in Erg/qem. 





Cun t 5 15 25 45 65 85 
Glykechelsaures | 0,5 Mol. dC O18 O18 O18 O18 O18 O18 
Natrium | 0012, s0NC 0,26 022 02 O17 O12 0,05 


Dementsprechend andert sich die gesamte Oberflachenenergie (£) 
eincr glykocholsauren Natriumlésung mit der Temperatur nach einer 
typischen Kurve. 

Tabelle III. 


Gesamte Oberflachenenergie glykocholsauren Natriums in Erg/qem. 





( t 5 15 25 45 65 85 


Glykochelsaures || 9 919 Mol. EF 115.78 10436 986 89.56 73.26 47.99 
Natrium | 


Tauroecholsaures wie auch glykocholsaures Natrium sind beides 
die Oberflachenspannung reinen Wassers stark herabsetzende Stoffe. 
Zum Unterschied von glykocholsaurem Natrium nimmt aber die Ober- 
flichenspennung mit der Temperatur linear ab, jedoch mit einem 
bedeutend kleineren Temperaturkoeffizienten als bei reinem Wasser 
(entspricht 0,10 und 1,15 und ergibt konvergierende Geraden). Letzteres 
zeigt, daB das Maximum der Oberflichenaktivitaét bei ihrer Anderung 
mit der Temperatur links vom untersuchten Temperaturgebiet liegt. 


Tabelle IV. 


Oberflichenspannung einer taurocholsauren Natriumlésung bei ver- 
schiedenen Temperaturen in Erg/qem. 





Cy t 0.0 10.0 20.0 40.0 60,0 80,0 100.0 
Reines Wasser . - o 759 74,2 72,75 69,45 66,10 68,82 59,60 
Taurocl olsaures { 9,5 Mol. @ 442 438.2 425 5 B88 387.5 


» «4°, 
Natrium 1 009 . |e 45.6 450 443 415 39.5 36,2 


16* 
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Taurocholsaures Natrium. 


Der Temperaturkoeffizient des taurocholsauren Natriums bleibt 
im Verlaufe des ganzen untersuchten Temperaturintervalls von 0 bis 
80°C konstant. Im Zusammenhang damit andert sich die gesamt 
Oberflichenenergie des taurocholsauren Natriums von 0 bis 100°( 
ebenfalls nicht mit der Temperatur (dZ/dT = 0). 


Tabelle V. 


Temperaturkoeffizient des taurocholsauren Natriums in Erg/qem. 





( t 5.0 15.0 25.0 450 65.0 85.0 

Reines Wasser . J0IT O15 O15 O15 O18 O15 O15 
Taurocholsaures 

Natrium. . . O05Mol. IOIT | 010 O10 O10 O10 O10 O41 


Tabelle VI. 


Gesamte Oberflachenenergie (Z) des taurocholsauren Natriums bei ver 
schiedenen Temperaturen in Erg/qcem. 





t t 5,0 15,0 25,0 45.0 65,0 85, 
Reines Wasser . E 119 119 119 119 119 114 
laurocholsaures 
Natrium ... O5Mol. E- 718 ' 718); 71,8: 718' 71,8) 71,8 


Die Oberflichenspannung des glykochol- und _ taurocholsauren 
Natriums fallt mit der Konzentrationszunahme der Lésung anfang: 
schnell und erreicht darauf den Grenzwert, wie das aus den weiter 
unten angefiihrten Tabellen und Kurven ersichtlich ist. 
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Tabelle VII. 


Veranderung der Oberflachenspannung des glykocholsauren Natriums bei 
verschiedenen Konzentrationen in Erg/qem. 





a 
m Reines 9.00012 0,000.24 0,00048 0,00097 0.00195 0.0039 
g*Mol |Liter aed 


Glykocholsaures — ) 





Netrium ; ? 72.75 | 67.53 63.78 57.82 55.47 52.05 474 
4 
Cm ~ meal 0.0078 | 0,00156 0.0312 0.125 0,250 0,50 
g Mol. Liter : 
Glvkocholsaures | ) fit = 
Natrium ; ¢ 72.75 452 41,0 41.0 41,0 41,0 41,0 


Tabelle VIII. 


Veranderung der Oberflachenspannung des taurocholsauren Natriums bei 
verschiedenen Konzentrationen in Erg/qem. 








b aa 2 > ra ” ¢ 
( Reines = = = ~ ~ * 5 = 
Wasser = = = = z = = = 
g-Mol. Liter é é S = = = = = 
laurocholsaures den tas - . ~ : en 
phtpenies ma 72.75 71.0 70.3/69.0' 66.3 64.2 602 53.5 S18 
Natrium } 
&; o S 
( Reines - x = > r $ - 
Wasser = = S S i _ “ 
g-Mol. Liter e = = s = — J — 
laurocholsaures | } ei ae ~ — 
0 72.75 474 41.4 38.5 41.8)428 42.8 42.8 45.4 


Natrium | 


Es ist bemerkenswert, daB die Oberflaichenspannung des tauroc hol 
sauren Natriums bei einer Konzentration der Lésung = von 
C = 0,017 g-Mol./Liter etwas geringer ist als die benachbarten Kon 
zentrationen. Letzteres ist mehrfach nachgepriift worden, und ein 
Beobachtungsfehler ist augenscheinlich ausgeschlossen. Sehr viel wahr 
scheinlicher ist die Annahme, daB die Oberflichenspannung durch eine 
Verinderung des Dissoziationsgrades (a) des Stoffes in der Lésung 
beeinfluBt wird, d. h. durch eine Verinderung des Koeffizienten 
i= 1+ a (van’t Hoff). 


Da uns nur eine geringe Menge des zu untersuchenden Stoffes zur 
Verfiigung stand, so konnten wir leider keine spezielle kryoskopische 











246 N. A. Krajewsky u. N. Wwedensky: 


Untersuchung vornehmea. Nach Mac Lewis! dissoziiert das glykocho|. 
saure Natrium vollstandig (d. h. t= 2). 

Die Oberflichenaktivitaét beider Gallensiuren, die nach Rehbinder 
durch die GréBe G = dé/de charakterisiert wird, stellt in beiden 
Fallen auBerst steil abfallende Kurven dar. 

Die Oberflicheneigenschaften eines Stoffes werden durch svine 
Adsorptionskurve in der Oberflaichenschicht charakterisiert (Gib)s) 
Je aktiver der Stoff ist, desto schneller tritt die endgiiltige Adsorption 
mit einer Konzentrationszunahme der Lésung ein. Fiir schwache 
Lésungen kann die Adsorption nach folgender Gleichung berechnet 
werden: I"(c) = —d6/de.c/iRT in g-Mol./qem, wo ¢ die Kon. 
zentration des Stoffes in der Lésung, 6 die Oberflachenspannung, 
t der Koeffizient van’t Hoffs, R die Gaskonstante, T die absolute 
Temperatur sind. 

Da uns hinsichtlich der Gallensiuren ihr Zustand in der Lésung 
wie auch ihr Dissoziationsgrad nicht véllig bekannt sind, so ist es 
vorzuziehen, die Adsorptionskurve nicht in absoluten, sondern in 
relativen Einheiten zu messen. Rehbinder® hat in solchen Fillen vor- 
geschlagen, sich des Produkts der Konzentrationen (c) und der Ober- 
flachenaktivitat (@), das der Adsorption (I") proportional ist, zu be- 
dienen: —cG = AT. 


Die Kurvenform cG mu8 der Kurvenform I" véllig entsprechen. 
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Abb. 4. 
Obere Kurve: Glykocholsaures Natrium. Untere Kurve: Taurocholsaures Natrium. 


1 Mac Lewis, zitiert nach Freundlich, Kapillarchemie 1922. 
2 P. Rehbinder, diese Zeitschr. 187, 20, 1927. 
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Tabelle IX. 
Oberflachenaktivitaét und Adsorption der Gallenséure. 








c G ca c G ca 
Mol. Liter Mol |Liter 
. 

0,000 02 33.125) 0,66 0,000 008 1125009 09 

0,09005 7500) 3,85 0,000 024 43 750 1.05 

Ivkochol- 0,000 10 4375 4,30 0,000 049 89 300 1.93 
ae 0.00915 3750) 5.53 Taurochol-| 0,000 39 175%” 5,25 
— 0,000 20 3125, 6.20 saures 0,001 09 | 6300-70009 | 6.3-7,.5 

Natriam 1 !'6,09030, 2500 7,50) Natrium | 0,001 50 5000 | 7.5 

0,000 40 1875) 7,50 0,002 0 3 750 7.5 

0,000 70, 1070) 7.49 0,008 0 2 500 7.5 

0,004 0 2 000 8.0 





Unserer Ansicht nach steht der Unterschied in den Oberflichen- 
eigenschaften des glykochol- und taurocholsauren Natriums sowohl 


fir die Temperatur- als auch fiir die Konzentrationskurven mit den 
' Struktureigenheiten beider Gallensiuren in Zusammenhang. 


Beide Gallensiuren stellen Derivate der Cholsiure, die eine ein- 
basische Saéure ist, mit zwei primaren und einer sekundiren Alkohol- 
gruppe dar (Strecker"): 

CHOH 
Con Fes (CHO), = (gq Hyg 0s. 
COOH 


Bei Einfiihrung einer Glykokoll- (NHCH,COOH) oder Taurin- 
gruppe (CH,SO,OH) in die Cholsiure erhalten wir entsprechend 
Glykochol- oder Taurocholsiure?: 


Cag Hyg N Og = Co Hyg 0,CO . NHCH,COOH 
Glykocholséure. 
Cog Hy; NSO, = C,H 0,CONH . CH, . CH, . S0,0H 


Taurocholséure. 


Das Vorhandensein von Glykocholsaure im Molekiil der Seitenkette 
mit einer Carboxylgruppe bedingt, wie es scheint, ihre Temperaturkurve 
mit einem Knick bei schwachen Konzentrationen (0,012 Mol.), welche 
fir Lésungen oberflichenaktiver Stoffe typisch ist (P. Rehbinder). 

Betrachten wir gleichzeitig die Adsorptionskurven (CG@) (die 
Isothermen) fiir beide Natriumsalze der Gallensiiuren, so sehen wir, 
daB die Adsorptionsgrenze fiir eine glykocholsaure Natriumlésung 


1 Strecker, Ann. d. Chem. u. Pharm. 65, 67, 70 (zitiert nach Ham- 
marsten, Lehrb. d. phys. Chem. 1914). 
® C. Oppenheimer, Handb. d. phys. Chem. 1923, 5S. 147. 
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bedeutend schneller (bei kleineren Konzentrationen) eintritt, als jj, 
eine taurocholsaure Natriumlésung (etwa viermal schneller). | dies, 
Adsorptionsgrenze hat in beiden Fallen den gleichen Zahlenwer 
(cG = 7,5). Letzteres kann durch die erwahnten Struktureigenheite; 
beider Gallensiuren erklart werden. Hierbei muB nach Langmuir! 
und W. Harkins* die Adsorptionsschicht der Molekiile fiir beide Galley 
siuren einen gemeinsamen oberflichenaktiven polaren Teil haben 
der einen Platz in der Oberflachenschicht einnimmt und in das Lésungs 
innere hineingezogen wird. Der inaktive Teil der Molekiile, der senkrec}); 
zur Oberfliche orientiert ist und keinen Platz in der Oberflachenschici 
einnimmt, ist fiir Gallensiuren verschieden. Dies erklirt auch de 
verschieden steilen Anstieg der Kurve und folglich auch den Beginy 
der Adsorptionsgrenze bei verschiedenen Konzentrationen. Wen 
jedoch diese Oberflichenschicht gesittigt ist, verschwinden die Unter 
schiede in den Oberflicheneigenschaften der Lésungen und wir erhaltey 
gleiche Zahlenwerte fiir die Adsorption, d. h. wir haben auf der Ober. 
flicheneinheit eine gleiche iiberschiissige Menge Molekiile in der Ober 
flichenschicht. 

Wenn wir die Temperaturkurven der Oberflichenspannung vo: 
Gallensiuren mit der von Nikolaus Wwedensky*® fiir Ochsengal\ 
erhaltenen Temperaturkurve vergleichen, so miissen wir gleichzeitiy 
zu dem SchluB gelangen, daB die Oberflicheneigenschaften der letzteren 
abgesehen von vorhandener Gallensiure, auch durch die Gegenwart 
anderer Stoffe, welche die Form der Temperaturkurve der Oberflichen 
spannung wesentlich andern, bedingt sind. Auf Grund der untersuchten 
Oberflacheneigenschaften (kapillaren) beider Natriumsalze der Gallen 
sauren bezweifeln wir iiberhaupt die Méglichkeit einer quantitative: 
Bestimmung ihres Gehalts durch Messung der Oberflichenspannung 
bei gleicher Temperatur in verschiedenen Fliissigkeiten, z. B. im Harn 
oder sogar in der Galle bei normalen und pathologischen Zustanden 
des lebenden Organismus, wie man das zu tun versucht hat. Die mol: 
kularen Eigenschaften der Gallensiuren und ihrer Salze in Zusammen 
hang mit der ungewohnlich groBen Oberflichenaktivitat ihrer Lésungen 
lassen vor uns das wesentlichere Problem iiber die Rolle der hier beob 
achteten Adsorptionserscheinungen in einer Reihe physiologische: 
und pathologischer Prozesse erstehen, wie z. B. Emulgierung von 
Fetten, Aktivierung von Fermenten, himolytische Gallensucht (Ikterus 
Farbung der Gewebe bei Gallensucht. 


1 Langmuir, Journ. Ann. Chem. Soc. 39, 1848, 1917. 

2 W.D. Harkins, ebendaselbst 48, 35, 1921. 

8 Nik. Wwedensky, Oberflichenenergie einiger physiologischer Fliissiy 
keiten, Journ. exper. biol. Med. Nr. 14, 1927; diese Zeitschr. 188, 270, 1927 
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Es muB bemerkt werden, daB die Untersuchung von Gallensiure- 
jésungen infolge des semikolloiden Charakters der Lésungen viele 
Schwierigkeiten bietet. Daher ist es notwendig, sich stets frisch her- 
vestellter Lésungen, wie wir es getan haben, zu bedienen. 

Zum SchluB sei noch darauf hingewiesen, daB Lésungen glykochol- 
sauren Natriums schon bei einer Konzentration C,, = 0,0039 Mol. 
und Lésungen taurocholsauren Natriums bei C,, = 0,0056 Mol. farblos 
werden. 

Zusammenfassung. 

1. Die Untersuchung wasseriger Lésungen glykochol- und taurochol- 
sauren Natriums hat ihre Zugehérigkeit zu der Gruppe auBerordentlich 
oberflachenaktiver Stoffe festgestellt. 

2. Es sind die Temperatur- und Konzentrationskurven der Ober- 
flachenspannung glykochol- und taurocholsauren Natriums gemessen. 
Die Oberflichenspannung glykochol- und taurocholsauren Natriums 
bei verhaltnismaBig groBen Konzentrationen nimmt mit der Tempe- 
ratur linear ab; ihr Temperaturkoeffizient ist bedeutend kleiner als 
der fiir reines Wasser; die gesamte Oberflichenenergie (2) ist ebenfalls 
kleiner, als bei reinem Wasser. Die Oberflichenspannung des glykochol- 
sauren Natriums nimmt bei kleinen Konzentrationen (0,012 Mol.) 
mit der Temperatur nach einer typischen, zur Abszissenachse stark 
gekrimmten Kurve ab. 

3. Es ist nachgewiesen, daB die Oberflichenaktivitét (@) der 
Natriumsalze beider Gallensiuren bei kleinen Konzentrationen auber- 
ordentlich groB ist und mit einer Konzentrationszunahme der Lésung 
rapid abnimmt. 

4. Die Adsorptionsgrenze (c¢G = AI) © wird fiir beide Gallen- 
siuren sehr schnell — schon bei kleinen Konzentrationen der Lésung — 


erreicht. 











Zur Biochemie der Strahlenwirkungen. 


VI. Mitteilung: 
Der RéntgenstrahleneinfluB auf die Durchlissigkeit der iiberlebenden 
Froschhautmembran. 


Von 


Christian Kroetz. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Greifswald.) 


(Eingegangen am 1.Oktober 1927.) 


I. Einleitung. 
1. Angrijffsorte der Strahlen in der Zelle. 


Der Strahleneinflu8 auf die lebende Zelle setzt sich zusammen 
aus der Strahleneinwirkung auf den Kern, das Cytoplasma und die 
Zellmembran. Unter besonders gewihlten Versuchsbedingungen lassen 
sich, je nach Wah! des Versuchsobjektes sowie der Wellenlingen und 
der Dosierung der einfallenden Strahlung im Friihstadium der Strahlen- 
nachwirkung einmal Kernverinderungen, ein anderes Mal Plasma- 
strukturverinderungen, ein drittes Mal Membranbeeinflussungen 
ziemlich isoliert, ohne entsprechend ausgeprigte Strahlenfolgen an 
den zwei iibrigen Zellgebilden, zur Anschauung bringen. 


Der StrahleneinfluB auf den Zellkern ist besonders bei Verwendung 
histologischer Technik so auffallend, da®B oft die Anderungen am Proto- 
plasma ganz iibersehen wurden. Lange Zeit schien daher dis iiberwiegende 
Bedeutung des Zellkerns vor dem Protoplasma fiir die Entstehung der 
Strahlenschidigung der Zellen gesichert und seit den Untersuchungen 
Heinickes (1) an Lymphocyten (mit Réntgenstrahlen), O. Hertwigs (2) 
an Froscheiern und Spermatozoen (mit Radiumstrahlen) ist immer wieder, 
zuletzt von Reiss (3), die erhéhte Kernempfindlichkeit betont worden 
Es ist unentschieden, wieweit hier die Begrenztheit der Methodik die Beob- 
achtung von Friihverinderungen am Protoplasma verhindert hat. Jeden 
falls haéufen sich in den letzten Jahren die Feststellungen, wonach nach 
kleinen und mittleren Strahlendosen am Protoplasma zeitlich viel friiler 
Strukturveranderungen auftreten als am Kern. Strangeways und Oakley (4) 
beobachteten an Gewebskulturen der Chorioidea von Hiihnerembryonen 
zum Zeitpunkt eben deutlich werdender Kernschwellung schon beginnende 
Koagulation am Protoplasma, erkennbar an auftretender Granulation 
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der vorher homogenen Struktur. An Amdben fanden Barr und Bovie (5) 
fir ultraviolettes Licht, Nakashima (6) fiir Réntgenstrahlung, Ziilzer und 
Philipp (7) tir Radiumstrahlen (y-Anteil) zuerst Anderungen der Strémung, 
dann der Quellung und hierauf des Lésungszustandes des Protoplasmas, 
die erst spéter von Kernerscheinungen gefolgt waren. Ahnliches berichteten 
Nadson und Mitarbeiter (8) tiber Pflanzenzellen. Alle Beobachter deuteten 
die Vorgénge am bestrahlten Protoplasma als Ausdruck von physikalisch- 
chemischen Zustandsénderungen der Cytoplasmakolloide. Isolierte Be- 
einflussung der Zellmembran gestattet unter recht reinen Versuchs- 
bedingungen die Anordnung von T'chahotine (9); er richtete unter dem 
Mikroskop einen feinen Strahl Ultraviolettlichtes auf ein Seeigelei und 
erzeugte auf diese Weise eine punktférmige Verletzung der Zellmembran. 
Das Ei, welches vorher mit Neutralrot angefarbt war, hatte in einem schwach 
alkalischen AuBenmedium seine Rotfairbung behalten, weil seine Membran 
fiir OH-Ionen impermeabel ist. Nun aber trat von der radiopunktierten 
Stelle aus ein Farbumschlag im Eiinnern auf, weil die OH-Ionen jetzt 
eindringen konnten. Gleichzeitige Anderungen des Lésungszustandes von 
Plasma und Kern wurden bei dieser Anordnung nicht manifest. 

Die besonders ausgeprigte, mehr oder weniger stark tiberwiegende 
Einwirkung einer Strahlung auf Kern, Plasma oder Membran ist weniger 
abhingig von der Durchdringungsfahigkeit der Strahlung, als von dem 
Vorhandensein eines etwaigen selektiven Absorptionsvermégens ein- 
zelner Zellbestandteile und von dem physikalisch-chemischen Zustande 
einzelner Zellkolloide. Réntgen- und y-Radiumstrahlen werden infolge 
ihrer hohen Durchdringungsfihigkeit bei der GréBenordnung tierischer 
Zellen stets gleichzeitig an Kern, Plasma und Membran angreifen, aber 
auch fiir das sichtbare und ultraviolette Licht wird diese Voraussetzung 
gelten. Selektive Absorption spielt eine praktisch bedeutsame Rolle 
nur im sichtbaren und ultravioletten Gebiet; mit monochromatischem 
Licht werden sich hier entsprechend dem verschiedenen kolloidalen 
Aufbau von Kern, Plasma und Membran mehr oder weniger isolierte 
Verinderungen setzen lassen. Schwankungen im physikalisch-chemischen 
Lésungszustande der Zellkolloide nimmt man wihrend des Teilungs- 
vorganges besonders fiir den Kern an; grob willkiirlicher Beeinflussung 
des Lésungszustandes sind bei Einzellern die Membrankolloide zu- 
ginglich, indem sie verschiedenem lIonengehalt des AuBenmilieus 
ausgesetzt werden [Hoithusen (26), Kroetz (27)]. 

Fiir ein durchschnittliches biologisches Objekt wird es nach dem 
Gesagten stets Schwierigkeiten bieten, innerhalb der Ganzheit der 
Strahlenfolgen den Strahleneinflu8 auf Kern, Plasma, Membran ab- 
zugrenzen, oder die gréBere oder geringere Bedeutung des Strahlen- 
einflusses auf eine dieser Phasen fiir das Eintreten der Gesamtheit 
der Strahlenschidigung der Zelle klarzustellen. Aber ebenso/ wie das 
Studium der Strahlenwirkung auf das biologische Zinzelobjekt einer 
solchen Betrachtungsweise Erfolge verdankt, kann man von solchen 
differenzierenden Versuchen vielleicht einmal eine Férderung erhoffen 
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fiir das allgemeine Problem der Schwankungen der Strahlenempfin« lic} 
keit der verschiedenen Zellen und Gewebe. 
2. Zellmembran und Strahleneiniluf. 


Im besonderen den StrahleneinfluB auf die Zellmembran zu unto, 
suchen, ist aus zwei Griinden nahegelegt. 


Das Permeabilitatsproblem lebender Zellen ist vor allem dure! 
I 


Einfiithrung der Begriffe einer passiven physikalischen Permeabilitat  \,); 
einer funktionell eingestellten physiologischen Permeabilitaét (10) geforder 


worden. Diese letztere ist durch den physikalisch-chemischen Lésungs 
zustand der Zellhautkolloide geregelt, und sie macht die Aufnahme yy 
Abgabe lipoidunléslicher Stoffe einerseits von den Vorgingen im Ze! 


innern, andererseits von den physikalisch-chemischen Bedingungen de. 


AuBenmediums abhaingig. Durch die neueren Arbeiten von Michaelis (|) 
ist gezeigt worden, daB eine derartige auswaihlende Permeabilitaét auc} 
bei einfachen Membranmodellen, die zunachst als Molekiilsieb wirken, vo, 
kommt, und daB sie auBer von den Besonderheiten des Baues der Mem)bra; 
(PorengréBe, Hydratation) vor allem von Anderungen der elektrische; 
Ladung der Membranwand abhiangig ist. Nun fiihrt eine der altesten Vo) 
stellungen iiber die Wirkungsart der Strahlungen im lebenden Gew: 
die strahlenbewirkten Kolloidveranderungen auf Ladungsverminderunge; 


der kolloidalen Teilchen zuriick, und so kénnte der Strahleneinflu® aw 


Membranwande auch fiir das allgemeine Problem der Permeabilitat \ 

Bedeutung sein. Tatsachlich sind denn auch vor kurzem von Liechéi (12 
Beobachtungen vorgelegt worden, wonach es unter dem EinfluB der Réntge: 
strahlen an Olketten und Cremerschen Glasketten zu kurzdauernde: 


streng auf die Dauer der Strahleneinwirkung begrenzten Anderungen de: 


elektromotorischen Kraft dieser Ketten kommt. 

Andererseits hat die Férderung der Kentnnisse tiber den Minera! 
haushalt bestrahlter Tiere und Menschen bemerkenswerte Verschiebunge: 
im Ionengehalt der Safte und Gewebe nach der Bestrahlung ergeben. In 


Blute bestrahlter Menschen zeigen besonders die Zellionen K und P, aber 


auch die anderen Ionen langanhaltende Konzentrationsanderung 
| Kroetz (13)], die auf eine Verinderung des Stoffaustausches zwischen de 
bestrahlten Geweben und Kérpersaéften hinweisen, und es lag naly 


| Kroetz (13)], sie auf eine Strahlenbeeinflussung der Durchlassigkeit de: 


Zellhéute fiir Elektrolyte zu beziehen. Auch im Gewebe bestrahlter Tien 
lassen sich sowohl mit histochemischen Methoden [Gans (14) und Lieber (15 
als mit einwandfreier analytischer Bestimmung [ Degkwitz (16), Pincussen(17 


ausgepragte lIonenverschiebungen einerseits zwischen bestrahlten und 


unbestrahlten Gewebsabschnitten, andererseits zwischen bestrahlten w 
unbestrahlten Tieren feststellen. Ebenso treten im Stoffwechselversuc! 
am Menschen diese Umstellungen des Elektrolytmilieus nach der B: 
strahlung recht deutlich in Erscheinung. Es lieB sich in eigenen Versuchen (18 
zeigen, daB der Kérper an K und P reicher, an Na und Cl relativ arme: 
wird. Wenn man sich erinnert, da8B man im K und P die quantitativ aus 
schlaggebenden Gewebsionen, im Na und Cl die quantitativ ausschlag 
gebenden Safteionen vor sich hat, so ergibt sich in diesem Verhalten ei 
weiterer Hinweis auf die Entstehung bioelektrischer Potentialdifferenze 
im belichteten Gewebe. Bei der sehr langen Fortdauer dieser Elektrolvt 
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verschiebungen im belichteten Organismus, noch Wochen nach der direkten 
Strahleneinwirkung, wird sich die Frage erheben, wieweit die wahrschein- 
liche Permeabilitétsinderung allein mit einer Ladungsbeeinflussung der 
Membranwande erklirbar ist, wieweit dariiber hinaus mit dem EinfluB 
chemischer Denaturierungsvorgénge an den Baustoffen der Membran und 
mit anschlieBenden Anderungen der Dissoziationskonstanten und Ionen- 
absorption der Membrankolloide zu rechnen ist. 


il. Versuche iiber Durchlissigkeitsinderungen der Frosehhaut unter 
StrahleneinfluB. 


1. Versuchsmaterial und Methodik. 


Membransiacke aus der tiberlebenden Haut der Froschschenkel sind 
nach dem Vorgang amerikanischer Forscher besonders von Wertheimer (19) 
fiir die Bearbeitung von Permeabilitétsfragen benutzt worden. Wenn es 
sich bei diesem Objekt auch nicht um eine einfache Zellage, sondern um 
eine geschichtete Membran handelt, so hat es sich doch als wertvolles 
biologisches Modell fiir den genannten Zweck bewahrt. Die Froschhaut 
besitzt nach Wertheimer eine irreziproke Permeabilitaét fiir Salze, Zucker, 
\minoséuren und EiweiBe. Schon geringe chemische Anderungen des 
Innen- oder AuBenmilieus kénnen die Durchlassigkeit fiir eine bestimmte 
Substanz in ihr Gegenteil umschlagen lassen. Es seien nur diejenigen 
Teilverhaltnisse besprochen, deren Beeinflussung durch Strahleneinwirkung 
in den nachstehenden Versuchen verglichen wird. Die normale, frisch 
verwendete Froschhaut gewahrt, wenn Wasser die HautauBenflache benetzt, 
in der Richtung Innenfliche — AuBenflache Kochsalz (titriert wurde Cl) 
weder aus Ringerlésung noch aus Serum den Durchtritt, wahrend sie es 
aus nicht aquilibrierter isotonischer NaCl-Lésung ungehindert passieren 
laBt; in derselben Richtung vermag bei Ringerbespiilung der HautauBen- 
flache Traubenzucker zwar aus einer isotonischen Traubenzuckerlésung 
durch die Froschhaut durchzutreten, nicht aber aus einer Mischung gleicher 
Teile von isotonischer Traubenzucker- und Ringerlésung. Ferner ist in 
der genannten Richtung sauren Farbstoffen, wie Trypanblau und Licht- 
griin, die in Ringer gelést sind, der Durchtritt in eine die HautauBenflache 
beriihrende Ringerlésung verwehrt, ebenso in der umgekehrten Richtung, 
HautauBenflache — Innenflache, den in Ringer gelésten basischen Farb- 
stoffen (z. B. Methylviolett und Gentianaviolett) der Durchtritt in eine 
die Hautinnenfliche benetzende Ringerlésung. 

Die in den folgenden Versuchen angewendete Methodik war im An- 
schluB an Wertheimer die folgende. Friihjahrswasserfrésche, die aus der 
Maingegend frisch bezogen waren und ein Durchschnittsgewicht von 55 bis 
75g hatten, wurden dekapitiert, die Medulla zerstért, der Rumpf ab- 
getrennt, das Becken in der Mittellinie durchschnitten und die Haut jedes 
Beines einzeln abgezogen, was leicht gelang, wenn an der Unterlage einige 
Bindegewebsstrange wahrend des Zuges durchtrennt wurden. Nach 
eventueller Umkehrung des Beinschlauches folgte die untere Abbindung 
und die Aufhangung an einem fiir Reihenuntersuchungen geeigneten langen, 
queren Glasstab, dann die Fiillung des Beinschlauches mit der Innen- 
fliissigkeit, die Beobachtung auf Dichtigkeit des Sackes, darauf die obere 
Abbindung und endlich das Eintauchen in das AuBenmedium, welches 
in 22mm weiten und 8 bis 10 em hohen zylinderférmigen Reagenzglasern 


bereit gehalten war. 
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Die Versuche an Tieren, die in vivo bestrahit werden sollten, wurden 
so durehgefiihrt, da8 auf einem Brette, welches mit ringergetranktey, 
Filtrierpapier bedeckt war, Frésche mit ringerbenetzten Gazestreifer ay 
Haltehaken angebunden wurden. Vier Frésche wurden gleichzeitig jy 
Versuch genommen, Rumpf und ein Bein peripher aufgespannt, das ander 
in der Mitte des Brettes befestigt, so da8 Rumpf und Kontrollbein mi; 
Blei (12 mm) abgedeckt werden konnten. Das Blei lag auf Randleistey 
des Bestrahlungsbrettes auf und beriihrte nirgends die Frésche. 

Fiir Versuche, in denen das Verhalten der in vitro bestrahlten Beinhay 
beobachtet werden sollte, waren die zur Bestrahlung bestimmten, frisch 
abgezogenen Hautschliuche und die Kontrollschlauche in gleichartigey 
flachen GefaBen in Ringerlésung untergebracht, wurden dann neben. 
einander unter der Réntgenréhre aufgestellt (Abdeckung der Kontroll. 
schlauche mit einer Bleischicht von 12 mm). Die Licht- und Warmestrah!ung 
der Gliihkathodenréhre war durch ein 3mm dickes Pappfilter abgehalten. 

Die verwendete Réntgenstrahlung umfaBte einen méglichst groBen Spek. 
tralbereich, das diinne Pappfilter hielt nur die allerweichsten Strahlen ab. 
Metallfilterung unterblieb. Die effektive Kilovoltzahl betrug 102 bis 
110 Kilovolt; harteste Strahlen waren in dem Gemisch also nicht enthalten, 
Réhrenbelastung 2,75 Milliamp.; Bestrahlungszeit 1 bis 3 Stunden; Fokus. 
Objekt-Abstand 21cm. Die verwendete Dosis betrug bei den in vitro be. 
strahlten Hautmembranen teils 10, teils 30 menschliche Erythemdosen, 
bei den in vivo bestrahlten durchweg 30 HED. Die GréBe dieser Dosen, 
die physiologische Grenzen zu iibersteigen scheint, war durch die bekannt: 
hohe Resistenz der Frésche [Cavalaska (20)} gegen Réntgenstrahlen er- 
fordert; in seinen Versuchen fiihrte eine Dosis von 5 bis 10 HED nach 
3 Wochen zum Tode des Tieres; in den eigenen Versuchen starben die mit 
30 HED belegten Tiere meist am siebenten bis achten Tage, nur ausnalms- 
weise friiher. 


2. Chlordurchlassigkeit der in vivo bestrahiten Froschhdute. 


Die Versuche zeigten eine Steigerung der Elektrolytdurchldssigheit 
fir den in vivo bestrahlten Hautschlauch, gegeniiber dem  abgedeckten, 
nicht von direkter Strahleneinwirkung getrojffenen Hautschlauch des 
gleichen Tieres. Im einzelnen sind die durchweg eindeutigen Ergebniss: 
dieser Versuchsreihe in Tabelle I wiedergegeben. Wahrend aus unbestrah|ten 
Froschhauten, deren Hautinnenseite-nach innen gerichtet war und an 
Ringerlésung bzw. Serum als Innenmedium grenzte, nur Spuren Chlor 
in das als AuBenmedium verwendete destillierte Wasser iibertraten, trat 
aus gleichartig verarbeiteten bestrahlten Froschhéuten Chlor in ein- bis 
fiinfmal gréBerer Menge durch. «Die durchschnittliche Menge des aus- 
getretenen Chlors (-1-Bestimmung nach Volhard) betrug in den acht Ver- 
suchen der Tabelle I fiir die wnbestrahite Beinhaut 0,675 cem n/100 AgN 0,, 
fiir die bestrahlte Beinhaut des gleichen Tieres 1,9875 ccm n/100 AgN0,. 
Die durchschnittlich ausgetretene Chlormenge ist also fast auf das Dreifache 
angestiegen. Diese Ablesungen beziehen sich auf die AuBenfliissigkeiten, 
die nach 6 Stunden gewechselt wurden; die Unterschiede waren in dem 
zweiten und dritten AuBenmedium, das nach 12 bis 24 Stunden wieder 
entnommen wurde, zum Teil in gleicher Ausprigung vorhanden, nicht 
selten aber, besonders nach 24 Stunden, mehr oder weniger vollstandig 
verwischt. Diese spiten Stérungen sind auf beginnende Absterbe- 
erscheinungen der Membran zu beziehen, auch Wertheimer hat sie bei 
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Tabelle I. 


Wasserfrésche in vivo mit etwa 30 HED (110 kV effektiv) bestrahit. Nach 
8 Stunden getétet, Hautschlauche sofort zum Versuch angesetzt. Versuch 
nach 6 Stunden beendet, Chlorgehalt der AuBenfliissigkeit titriert. 





— 


Chloriddurchtritt 


als Verbrauch Differenz 
Ver Heute Durchtritts- I tuill Se von com n/100 am be- 
such “leet 1 richtuog seodmnttes ‘bee AgNO3 strabiten 
mer sear . m 
Ne | unbestr. bestrahlt 
45  innen  Innen+anuBen 4 com Ringer Aq.dest. 0,5 2,5 + 2,0 
46 2 » » . « » . -s 0,5 1,7 + 1,2 
47 ie a - » vag 0.6 1,2 + 0.6 
a ” ” ” S » 9 » * 07 1,8 + 1,1 
48 * i < - eee. 0.6 1,6 + 1,0 
] e - = 4 ” o » - OS 2. t 1,3 
12 " ® » |SD» » 2 ® 1,0 2,6 + 1,6 
53 ‘i - i. 7 es a — 0,7 2.4 + 17 
Mittel: 0.675 1.9875 1,3125 
Steigerung : 198 % 
. 


angerer Versuchsausdehnung beobachtet. Immerhin boten sie zpsammen 

t den relativ geringen Mengen des Chlordurchtritts AnlaB, die Versuchs- 
bedingungen mdglichst zu verfeinern und den Versuchsverlauf mit be- 
sonderen VorsichtsmaBregeln zu sichern. Im einzelnen wurde hierbei auf 
folgendes geachtet. Die Ringerlésung des Innenmediums war frosch- 
sotonisch und wurde jeweils vor dem Versuch durch Mischen gleicher 
leile von Lésung I (NaCl 6,0, NaHCO, 0,2, Aqua dest. zu 1000,0), Lésung 2 
KCL 0,4, CaCl, 0,2, Aqua dest. zu 1000,0) frisch hergestellt. Wurde mensch- 
ches Serum als Innenmedium verwendet, so wurde es mit destilliertem 
Wasser auf Froschisotonie verdiinnt. Die Beinhaiute wurden vor der Ab- 
sung vorsichtig mit Wasser vom anhaftenden Hautschleim gereinigt 
nd nach erfolgter Innenfiillung und Dichtepriifung des Schlauches an 
ler AuBenfliche mehrfach kurz mit destilliertem Wasser berieselt; dann 
rst wurden sie in die AuBenfliissigkeit eingetaucht. Diese wurde nach 
, Stunde gewechselt und auf Chlor titriert und so eine weitere Sicherung 
gegen Undichtigkeit eingefiihrt. Die Dichte des Hautschlauches, die bei 
len serumgefiillten Membranen auch aus der absoluten Eiweiffreiheit 
ler AuBenfliissigkeit (mit dem Sulfosalicylsiurereagens gepriift) hervor- 
geht, kommt bei dem Kontrollversuch mit der unbestrahlten Beinhaut 
m Chlorgehalt der AuBSenfliisyigkeit nach 6- und 12stiindiger Dialyse 
zum Ausdruck; er bleibt meist unter 1,0 cem einer n 100 AgN O,-Lésung 
ind steigt in den verwerteten Versuchen nie iiber 1,0 cem n/100 AgNO,- 
Losung. Diese sehr geringen Mengen von Chlor, die am Kontrollschlauch 
lurchtreten, halten sich im Rahmen dessen, was auch Wertheimer beob- 
achtet hat. Wo ein ungehemmter Durchtritt des Salzes erfolgt oder ein 
unsichtbarer Einri8 der Membran vorliegt, findet die Chlortitration 10- 
bis 15mal gréBere Mengen vor. Unter diesen VorsichtsmaBregeln kénnen 
lie gesteigerten Chlormengen, die durch die bestrahlte Beinhaut austreten, 
mit Bestimmtheit aufgefaBt werden als Ausdruck einer erhéhten Chlor- 
durchlassigkeit der bestrahlten Membran im Vergleich mit derjenigen des 
unbeeinfluBten Beines. 
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Entsprechende Untersuchungen iiber eine Steigerung der Kati 


hey 
durchlassigkeit bestrahlter Membranen fiihrten wegen der analytische, 
Schwierigkeiten bei der Bestimmung kleinster Natrium- und Kaliyy 
mengen zu keinem Ergebnis; jedenfalls zeigen sie aber, daB die Katione 
durch bestrahlte Membranen quantitativ nicht erkennbar starker durc} 
gelassen werden als die Anionen. 


3. Durchlassigkeit fiir Traubenzucker, fiir saure und basische Vitalfarbstoji:. 


fiir Eiweif. 

In den Traubenzuckerversuchen befand sich der Zucker in eine 
Zucker-Salzgemisch (aus gleichen Teilen isotonischer Ringer- und Traubhey 
zuckerlésung) im Innern des Hautschlauches; die beobachtete Durchtritts 
richtung war die von der Innenseite der Haut nach ihrer AuBenseite, a) 
die letztere grenzte Ringerlésung als AuBenfliissigkeit. Die unbestrah|t 
Membran la6t in dieser Anordnung keinen Traubenzucker durch, in de, 
eingeengten AuBenfliissigkeit l4Bt sich weder mit der Nylandersche 
Reduktionsprobe noch polarimetrisch Zucker nachweisen. Die bestrahlt 
Membran zeigte in vier von sechs Versuchen eine positive Nylanderschy 
Probe in der AuBenfliissigkeit (s. Tabelle II). Es kann daher der bestrahlte: 


Tabelle II. 
Wasserfrésche, behandelt wie diejenigen in Tabelle I. Versuchsende nac! 
6 Stunden; Reduktionsproben (T'rommer, Nylander) in der AuBenfliissigkeit. 








Versuch Hautinnenseite Durchtritts- RB ad Reduktion 

Nr. liegt richtung | ana unbestrahlt bestrahit 
57 innen Innen — auben 4,0 innen 0 

58 a ° e an. « 0 t 
59 m4 = x 3,0 i 0 0 
60 auGen Auben —~ innen 95,5° , + 0 
61 * 2 “ a 0 4 
62 - - - 3.5 a 0 - 


Tabelle III. 
Wasserfrésclie, ebenso behandelt wie die in Tabelle I benannten. Tétung 


3 Stunden nach Beendigung der Bestrahlung, sofortige Verarbeitung 
Versuchsende »ach 6 Stunden, Ablesung der Farbunterschiede in der Aube 





fliissigkeit. 
: : Farbgrad der Differenz 
= = Durchtritts- laneafiillung tine. __ AdBenilissigkeit am bes 
seite richtung keit strahlter 

Nr liegt unbestr. bestrahit Beir 
42 auben Auben>innen vichtgriin Ringer Spur Spur 

1/500 in Ringer 
43 m o “ Dasselbe . » 0—Spur — 
41 innen Innen>auben - J . Spur t | 
3S = - = - - - in L ) 
49 . . Methylviolett . stark stark t | 

6B extra 

1/590 in Ringer 
44 auben Auben>innen Dasselbe - Spur | Spur-etw. 
39 “ = “ « . a Spur 


nur mit 10 menschlichen HED bestrab 


Weitere Versuche, zum Teil an Temporariern, di 
wurden, hatten dasselbe negative Ergebnis. 
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Froschhaut eine geringe, eben angedeutete Steigerung der Membrandurch- 
jassigkeit fiir Traubenzucker zugewiesen werden. 

Die Versuche iibsr eine strahlenbewirkte Durchlassigkeitssteigerung 
der Membran fiir Vitalfarbstoffe hatten ein negatives Ergebnis. Weder in der 
Geschwindigkeit noch im Ausma8 des Farbdurchtritts war ein ablesbarer 
Unterschied zwischen bestrahlter und unbestrahlter Froschhaut zu er- 
kennen (s. Tabelle III). Die Strahlendosen waren dieselben wie in Tabelle I. 
Die Undurechgangigkeit der Froschhaut, sowohl der bestrahlten als 
jer unbeeinfluBten, fiir EiweiB war schon bei den Versuchen mit Serum 
erwahnt worden. 


4, Unterschiede zwischen den in vivo und in vitro bestrahlten Hautmembranen. 


Wurden die Beinhaute von Wasserfréschen (der gleichen Lieferung) 
statt wie im vorstehenden in vitro bestrahlt, so waren die beobachteten 
Durchlassigkeitszunahmen wesentlich weniger ausgesprochen; im einzelnen 
sind sie teils so gering, daB sie innerhalb der Fehlergrenzen liegen, teils 
sogar negativ. Die mittlere Durchlassigkeitssteigerung fiir Chlor, die bei 
sechs in Tabelle IVA berichteten Versuchen fiir die in vitro bestrahlte 


Tabelle IV. 


Versuch an in vitro bestrahlten Membranen von Wasserfréschen. Die 
Membranen liegen wahrend der Bestrahlung in Ringer. Die Kontroll- 
membranen befinden sich unter sonst gleichen Bedingungen, aber in einem 
mit 12 mm Blei abgedeckten GefaiB, neben dem der Strahlung ausgesetzten 





Behialter. 
“au Chiordurchtritt als 
Ver. Haut- Durchtritt AuBen- Verbrauch an — iy 
suc Innene urchtritts. “Cc 100 AgNO. nm ’ 
- seite richtung lanenfillung “a paca ad 3 strahiten 
Nr liegt unbestr. bestrahlit Bein 
A. Kochsalzpermeabilitat. 
18 | innen Innen>auben 3,0 Serum Aq.dest. 0,40 0.55 + O15 
yh) - # a 4.0 ad “ 0,20 0,90 + 0,70 
2 a 3,0 = i‘ 0,29 "45 + 0,25 
27 i “ i" 3,0 a . 0,20 140 + 0,20 
98 s : i 35 a he 0,60 0.49 0,20 
9] . otal 4,0 Ringer ‘ 0,20 025 + 0,05 
Mittel: 0,30 6,49 + O19 
Steigerung : 63%, 
B. Farbstoffpermeabtlitat. 
Farbgrad Farbgrad 
unbestr. bestrahit Differenz 
13 auben AuBben>innen | 2,0 Lichtgriin 0—Spur Spur t 
14 innen Innen>auBen | 2,9 ‘ Spur (0-—Spur 
21 » " » 149 - 0—Spur Spur + 
11 auBen AuSen>innen | 1,5 Methylviolett Spur Spur t 
deutl. 
12 ” 9 . 1,5 . . Spur 0 
29 e » | 35 oe ‘. . 0 
15 | innen | Innen>auben 1,9 Neutralrot etwas etwas 0 
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Membran 


sammenhang mit dem eindeutigen Befund einer Permeabilitatssteigeryy, 
an in vivo bestrahlten Membranen zu verwerten. 
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63°, betragt, ist demnach, wenn iiberhaupt, so nur im Z 


Bei der Durchlassicke); 


fiir Zucker, Farbstoffe (Tabelle IVB), Eiwei8 lassen sich Unterschied 
nicht feststellen. 


5. Kein durchlassigkeitssteigernder EinfluB von bestrahlten Seren wu 


Hadmoglobinlésungen. 


Die verschiedene Durchlassigkeitssteigerung fiir Elektrolyte bei « 


in vivo bzw. den in vitro bestrahlten Membranen kann daran denken lass 
ob hier EiweiSzerfallsprodukte eine Rolle spielen, die wahrend der B 
strahlung im Tierkérper entstehen, stark oberflachenaktiv sind und, bei) 
lebend bestrahlten Tiere durch den Kreislauf dauernd an die Membra 
herangefiihrt, so deren Durchlassigkeit in starkerem Grade als beim in vit) 


Versuch 


A. 


beeinflussen. Deshalb wurden in einer weiteren 


Tabelle V. 


Unbestrahlte Hautmembranen von Wasserfréschen. 


Versuchsreil) 


Vergleic} 


Chlordurchtritts aus bestrahltem und unbestrahltem Serum. Die I 


strahlung des Serums war 5 Stunden lang unter der Héhensonne vo; 


genommen. 


Versuchsende nach 6 Stunden. Chlortitration 
fliissigkeit. 


in der Auber 





Ver 
such 


Nr. 


B. Versuche 


5D 
56 


Hauts 

innen- 
seite 
liegt 


innen 


iInnen 


Verbrauch von 


Durchtritts- Innenfillung Sante. WS AGHU, Differen: 
richtung keit 
unbestr. | bestrahit 
Innen>auben 3,0 Serum Aq.dest. 0,6 1.0 + 0.4 
- 8 3.0 a aa 03 0.4 +] 
= i) SE sails 0,25 0,4 0.15 
30 . lal 0.6 0.2 0.4 
" 3 1.8 me ae 02 0.6 + (4 
_ "i 3.0 * ee 0.3 04 L (4 
i. 3,0 e <a 0.3 01 — (02 
* ad 3.5 . “eee 03 0.4 04 
. a 4.0 Hamogloliin- . , 0.6 0.5 0.1 
losung 
* : 4.0 dieselbe Pag 0.2 0,2 ) 
‘ m 4,0 oe hai ha 0.45 0.4 0.05 
7 a 3,0 Serum cial 0,2 0,2 0 
‘ a 4.0 . ae 0,1 0,4 +05 
a iz 4.0 te - ‘ 03 0.4 + ().] 
Mittel : 0,336 04 +. (01M 
Steigerung : 19,0 °, 
an beiderseitig bestrahlten Membranen. Verglichen bestrahltes 
unbestrahites Serum. wie oben. 
Innen>auben 4,0 Serum Aq.dest. 0,6 1,9 +1 
zo z 3,5 a a 1,0 2,3 +1 
Mitte! : O80 2.10 15 


Steigerung : 
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(Tabelle V) bestrahltes Serum und bestrahlte Hamoglobinlésungen daraufhin 
untersucht, ob sie an unbestrahlten bzw. bestrahlten Membranen eine 
Anderung der Durchlassigkeit hervorrufen kénnen. Die Versuche zeigen, 
daS unter den gewahliten Versuchsbedingungen ein solcher Einflu8 von 
oberflachenaktiven Reaktionsprodukten des photochemischen Prozesses nicht 
nachweisbar ist. Entweder ist also ihre Konzentration zu gering, oder 
ihre Einwirkung auf die Membrandurchlassigkeit zu schwach. Man hat 
demnach die Unterschiede der in vivo- und in vitro-Versuche auf anderem 
Wege zu deuten und man diirfte nach dem heutigen Stande unseres Wissens 
den maBgebenden Faktor in der Verschiedenheit der Sauerstoffversorgung 
der in vivo und der in vitro bestrahlten Membranen zu suchen haben. 
Die ersten Beweise fiir die Rolle des Sauerstoffs beim Ablauf der photo- 
lvtischen Prozesse an Proteinen und anderen organischen Baustoffen 
hat Neuberg (21) mitgeteilt, ohne daB die Menge verbrauchten Sauer- 
stoffs direkt gemessen wurde. Mit Barcroftscher Methodik hat 1920 
Holthusen (22) in noch unverdéffentlichten Versuchen, deren Kenntnis 
ich Herrn Prof. Holthusen verdanke, die ersten Messungen der Sauer- 
stoffaufnahme durch Eiwei®Blésungen wahrend deren Bestrahlung vor- 
genommen. In neuesten Versuchen wurde dann von Harris (23) und 
gleichzeitig von Gajffron (24) gezeigt, daB der photolytische ProzeB an 
einigen Aminoséuren, besonders Tyrosin und Tryptophan, unter Sauer- 
stoffverbrauch vor sich geht und bei Sauerstoffmangel geringere Inten- 
sitaét zeigt. Das gleiche fand Wels (25) in seinen Untersuchungen iiber 
die Fluoreszenzsteigerungen von bestrahlten EiweiSlésungen, die auf 
intramolekulare Umlagerungen unter RéntgeneinfluB hinwiesen. In meinem 
Referat (28) auf der Hamburger Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir 
Lichtforschung (September 1927) wurden diese Zusammenhange ausfiihrlich 
besprochen. 


6. Zur Reversibilitat derartiger Permeabilitdtsinderungen 
von Zellmembranen. 


Die begrenzte Lebensdauer der iiberlebenden Hautmembran ver- 
bietet direkte Untersuchungen iiber den reversiblen oder irreversiblen 
Charakter der Permeabilitaétsinderung. Das Froschhautmembranmodell 
zeigt nach der 18. bis 24. Stunde des Versuchs auch am unbeeinfluBten 
Hautschlauch rasch zunehmende Absterbeerscheinungen, kenntlich an 
sprunghaft zunehmender Permeabilitétssteigerung Daraus kann man 
einerseits zwar schlieBen, daB die in den ersten 6 bis 18 Stunden der Strahlen- 
nachwirkung beobachtete, quantitativ doch recht bescheidene Zunahme 
der Chlordurchlassigkeit nicht der Ausdruck von Absterbeerscheinungen ist. 
Aber andererseits lassen sich aus dem geringen Ausma8 der Durchlassigkeits- 
steigerung auch keine Aussagen iiber den reversiblen oder irreversiblen 
Charakter der Durchlassigkeitsinderung entnehmen. Die Annahme, das 
Licht greife in reversibler Weise in das feine Spiel der Zellgrenzschicht- 
durchlassigkeit ein, ist durch den vorhandenen Tatsachenbestand leider 
nicht zu belegen. Im Gegenteil ist schon fiir die ersten meBbaren Ver- 
anderungen des Lésungszustandes der bestrahlten EiweiBlésungen, die 
uns in den ultramikroskopischen Untersuchungen Wels’ (21) zugéinglich 
sind und zu deren Auftreten nur Bruchteile der therapeutischen Strahlen- 
dosen erforderlich sind, der irreversible Charakter dieser Verinderungen 
wabrscheinlich geworden. Und die Beobachtungen iiber Umstellungen 


17* 
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des Elektrolytmilieus im bestrahlten Gewebe (s. 8. 252) sprechen vielloich; 
in gleichem Sinne; ihre Nachhaltigkeit ist wohl in Zusammenhang zu bringey 
mit dausrnden Veraéndsrungen der Eiwai8kérper in der Zellmembran und 
im Protoplasma, die ihrerssits die Grundlage der Anderungen der Disso. 
ziationskonstanten und der Absorptionssigenschaften darstellen.  Doch 
bediirfen diese Vermutungen noch der Bastaétigung durch das Experiment 
Ubergangen sien hier die noch véllig hypothetischen Erwagungey 
liber médgliche reversible Mambranbesinflussungen durch ungesiittigte 
chemische Verbindungen, die als photolytische Abbauprodukte der 
EiweiBkérper oder der Lipoide unter Strahleneinwirkung entstehen uni 
auf dem Sdéfteweg an die Zallm»mbranen auch nicht direkt strahilen 
getroffener Gawebe gelangen sollen. Die Versuche, die in dem voraus. 
gegangenen Absatz basprochen und in Tabsalle V bserichtet sind, zeigen, 
da8 selbst in Seren, die 5 Stunden lang mit groBen Dosen Ultra. 
violettlichts bestrahlt waren, ksine wirksamen Stoffe mit derartigen 
Eigenschaften angetroffen werden. 


fIIl. Besprechung der Ergebnisse. 


Riickblickend kann als Ergebnis der mitgeteilten Versuche zu. 
sammengefaBt werden, daB an der réntgenbestrahlten iiberlebenden 
Hautmembran des Wasserfrosches eine Steigerung fiir Chlor und Trauben 
zuckerdurchlassigkeit nachweisbar wurde, verglichen mit der ent. 
sprechenden Durchlassigkeit der unbestrahiten Kontrollmembran. ie 
Durchlassigkeit fiir Chlor wurde auf das Ein- bis Fiinffache, im Mitte! 
auf das Dreifache der normalen Durchlassigkeit gesteigert. Die Stei 
gerung ist in diesem Ausma8 nur an der in vivo bestrahlten Haut 
membran vorhanden, in vitro bestrahite Hautmembranen lassen eine 
Durchlassigkeitszunahme nur eben erkennen. Bestrahlte Seren und 
Hamoglobinlésungen haben keinen EinfluB auf die Chlordurchlassigkeit 
unbestrahlter Hautmembranen, oberflichenaktive Reaktionsprodukte 
des photochemischen Prozesses sind also mit dieser Versuchsanordnung 
nicht erfaBbar geworden. 


Die Strahlen greifen bei dem gewihlten Versuchsobjekt und der 
benutzten Réntgenstrahlung an Kern, Plasma und Zellmembran 
dieser mehrschichtigen Zellage in gleicher riumlicher Verteilung an 
Ihre erste erkennbare Nachwirkung spielt sich jedoch, wie diese Ver 
suche zeigen, fast ausschlieBlich an den Zellmembranen ab, deren 
gerichtete Permeabilitét eine geringe, aber eindeutig nachgewiesene 
Steigerung erfihrt. Da’ Protoplasma und Kern um diese Zeit noch 
keine tiefgreifende Schidigung aufweisen, ergibt sich aus der Tatsache, 
daB die Absterbeerscheinungen an der bestrahlten Hautmembran 
nicht erkennbar friiher einsetzen als an der unbestrahiten Kontrolle 
Es scheint also der physikalisch-chemische Lésungszustand der Kolloide 
der Zellmembran auch am Froschhautmodell durch eine besondere 
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Empfindlichkeit ausgezeichnet zu sein. Der Aufbau der Plasmahaut 
aus verschiedenartigen Kolloiden, hydrophilen und hydrophoben Eiweib- 
kérpern sowie Lipoiden, ist im einzelnen noch ungeklart, und es kann 
im besonderen Falle dieser Réntgenversuche an der bestrahlten Frosch- 
haut, wo aus physikalischen Griinden mit selektiver Strahlenabsorption 
einzelner Kolloide nicht zu rechnen ist, nicht entschieden werden, 
welcher Bestandteil der Plasmahautstruktur in seinem physikalisch- 
chemischen Lésungszustand am meisten strahlenempfindlich und so 
fir die beobachtete Durchlissigkeitssteigerung von besonderer Be- 
deutung ist. In dieser Hinsicht ist eine Férderung unserer Kenntnisse 
am meisten zu erhoffen von Versuchen mit monochromatischem Licht 
und an roten Blutkérperchen, deren EiweiBkérper und Lipoide am 
besten untersucht sind und zu einem groBen Teil in isoliertem und 
chemisch reinem Zustande entsprechenden Modellversuchen der 
Strehlenbeeinflussung unterworfen werden kénnen. Versuche an kern- 
haltigen Zellen scheinen dann weiterhin geeignet, zunichst wenigstens 
fiir bestimmte Versuchsobjekte die Bedeutung des Strahleneinflusses 
auf Kern, Plasma, Membran innerhalb der Ganzheit der’ Strahlen- 
schadigung der Zelle quantitativ abzugrenzen. 


Zusammenfassung. 

1. Réntgenstrahlen steigern die Chlor- und Traubenzucker- 
durchlissigkeit der tiberlebenden Hautmembran des Wasserfrosches ; 
die mittlere Steigerung betrigt 198 %. 

2. Der permeabilitatssteigernde EinfluB der Réntgenstrahlen ist 
bei Bestrahlung der Hautmembran in vivo wesentlich gréBer als bei 
Bestrahlung in vitro. 

3. Bestrahlte Seren und Hamoglobinlésungen haben keinen EinfluB 
auf die Chlordurchlassigkeit unbestrahlter Hautmembranen. 
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ne VII. Mitteilung: 
Der RéntgenstrahleneinfluB auf die Zusammensetzung kiinstlich gesetzter 
Peritonealfliissickeit. 


Von 
Christian Kroetz. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitét Greifswald.) 


(Eingegangen am 1. Oktober 1927.) 


Um einen Einblick in die durch Strahleneinflu8 veranderte Durch- 
assigkeit der Zelle zu gewinnen, wurde es in den nachstehenden Unter- 
suchungen unternommen, eine kiinstliche Gewebsfliissigkeit in eine 
der praformierten Gewebsliicken, in die Bauchhéhle, zu bringen und 
len ablaufenden Austausch zwischen ihr und der Umgebung (Blut- 
id Endothelzellen der Serosa) vor und nach Strahleneinwirkung zu 
verfolgen. Kénnten die Austauschvorginge mit dem Blut als konstant 
betrachtet werden, so wiirde eine geinderte Zusammensetzung dieser 
kiinstlichen Gewebsflissigkeit auf einen Wechsel im Stoffumsatz und 
\ustausch der bestrahlten Zelle schlieBen lassen. Was den BluteinfluB 
betrifft, so ist aus den umfangreichen Arbeiten tiber das Resorptions- 
problem bekannt, daB Salzgehalt und osmotischer Druck der in die 
Leibeshéhle eingebrachten Lésungen auf Blutisotonie, vermutlich auch 
uf Blutisoionie gebracht werden und die Lésungen so der Resorption 
verfallen. Da ferner die Anderungen der chemischen Zusammensetzung 
des Blutes unter StrahleneinfluB, und zwar gerade fiir seinen Ionen- 
bestand, durch bilanzmaBige Untersuchungen des Serums (Kroetz') 
bei Menschen und Kaninchen untersucht sind, so scheint es méglich 
ind nicht unberechtigt, Abweichungen der Zusammensetzungsanderung 
in der Peritonealfliissigkeit von der Richtung und vom Ausma8 der 
strahlenbewirkten Blutverainderungen in Zusammenhang zu bringen 
mit einer geanderten Durchlassigkeit der unmittelbar an die kiinstliche 
Gewebsfliissigkeit angrenzenden Endothelzellen des Bauchfells. 


1 Kroetz, diese Zeitschr. 151, 149 und 446, 1924. 
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Methodik. 


Die Versuche wurden meist an Kaninchen, teilweise an Meerschweinche) 
durchgefiihrt. Nach Rasieren der Bauchhaut und punktférmiger Durc} 
trennung der Haut- und Muskelschicht mit dem Messer wird mit eine; 
1.5mm dicken Hohlnadel, die vorn rund zugeschliffen und verschlosse; 
ist und zwei seitliche Offnungen tragt, bei den 1900 bis 2400 g¢ schwer) 
Kaninchen eine Menge von 200 und 300 cem Normosallésung bzw. isotoy 
scher Traubenzuckerlésung (4,4%) intraperitoneal infundiert; Mee; 
schweinchen mit etwa 300 g Gewicht erhielten 30 cem. Nach 3 bis 4 Stunde 
wurde mit derselben Nadel die Bauchhéhle punktiert, die intraperitonea|, 
Fliissigkeit tropfte dann bei sanfter Eindrangung der seitlichen Abschnitt, 
des Abdomens ziemlich rasch aus der Nadel ab und konnte unter Parajffi; 
aufgefangen werden. Vom Beginn der Infusion an bis zur Entnahme des 
Peritonealinhalts waren die Tiere auf dem Kaninchenbrett festgebunden: 
der stérende Einflu8 von Bewegungen auf die Resorption war damit unte: 
driickt. Der Eingriff selbst wurde unter sterilen Kautelen vorgenommen; 
niemals kam es zu einer Infektion des Bauchfells; auch Verletzungen des 
Darms sind, wie die spaéteren Autopsien ergaben, nie gesetzt worden. Die 
spéteren Infusionen wurden zu verschiedenen in den Tabellen angegebenen 
Zeiten, jedoch nie vor 24 Stunden vorgenommen. Um diese Zeit war di: 
am Vortag infundierte Menge restlos resorbiert. Die verwendete Réntgen 
strahlung umfaBte einen médglichst groBen Spektralbereich (nur Pay) 
filterung); harteste Strahlen fehlten; Grenzwellenlinge 110 kV _ effektiy 
Die Dosis, mit der die Tiere belegt wurden, betrug nach Ionisationsmessungen 
mit dem Siemensdosismesser acht bis zehn menschliche Hauteinheitsdosen. 
Sie fiihrte am vierten bis sechsten Tage zur leichten Schuppung der obersten 
Epidermisschicht und am vierten bis neunten Tage zum Tode des Tieres 
(ausnahmsweise zweimal schon am ersten und zweiten Tage). Die chemischen 
Analysen wurden nach den friiher besprochenen' Methoden ausgefiihrt 

Die Tabelle I gibt in den Nummern | bis 7 die gewonnenen Resultate 
wieder, fiir die anorganischen Ionen in Millimolen, fiir die Aminoséuren* 
in Milligrammen ausgedriickt, je fiir 100 cem Peritonealinhalt. 


/ 


Tabelle 


Versuchsergebnisse. 


ErfaBt werden in den Versuchen nur Querschnitte durch zwei inter 
ferente Vorgange, den Ionenaustausch in die kiinstliche Gewebsfliissigke:t 
hinein und den entgegenlaufenden ResorptionsprozeB, der seinerseits aut 
méglicherweise sehr verschiedenen Partialablaufen fiir Lésungsmittel und 
geléste Substanzen zusammengesetzt ist. 

Trotzdem ergab sich, wie eine Durchsicht der Tabelle I zeigt, sowol)! 
bei einem und demselben Tiere als im Vergleich der Tiere untereinande: 
eine recht befriedigende Konstanz der Resultate. Die Wiederholung der 
Infusionen in die Bauchhdéhle setzte als solche keine Veranderung des 
Reaktionsablaufs, wie das die am Tiere Nr. 2 und 3 ausgefiihrten Vor- 
versuche zeigen (Tabelle I, la bis c, 2a und b). Sie stehen im Einklang 
mit Befunden Cunninghams®, der fiir die Resorption hypotonischer Dextrose- 
lésungen feststellte, daB selbst taglich ausgefiihrte Infusionen, die langere 


1 Kroetz, diese Zeitschr. 151, 149, 1924. 
2 Folin, Journ. biol. Chem. 51, 377, 1922. 
3 Cunningham, The Amer. Journ. of phys. 58, 488, 1920. 
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Zeit fortgesetzt wurden, die Resorption des Traubenzuckers (die nach 
12 Stunden restlos beendet war) nicht beeinfluBt. Wenn ein solches Er- 
gebnis vielleicht bei den Normosalversuchen (Tier Nr. 2, 3 und 5) ver- 
tandlich erscheint wegen der Aquilibrierung der eingebrachten Fliissigkeit, 
<0 ist es doch bemerkenswert in den Traubenzuckerversuchen, in welchen 
lie Herstellung eines Ausgleichs mit betrachtlichen Stoffbewegungen des 
Gesamtkérpers einhergeht. Aber auch bei den Normosalversuchen sind 
lonenverschiebungen zu erwarten. Die lonenkonzentrationen des Normosals, 
wenigstens in den fiir die Infusion fertigen Lésungen, war némlich nicht 
ganz blutgleich. Die Normosallésung ist sehr schwer klar zu gewinnen, 
ft bildete sich in der leicht opaleszenten, vorsichtig geschwenkten und 
spontan abgekiihlten Lésung ein Bodensatz von Calciumcarbonat. Er 
wurde unter sterilen Bedingungen abfiltriert, und in dem Filtrat wich nun 
die _Konzentration des Calciums und Bicarbonats ab vom Serumspiegel 
des normalen Kaninchens, welcher von dem des Menschen nur durch leicht 
erhodhte Calciumwerte (11 bis 13 mg-°, statt 9 bis 11 mg-°,) unterschieden 
ist. Die einzelnen Normosallésungen hatten die in Tabelle II verzeichneten 
Konzentrationen. Der Kérper hat also, um einen Ausgleich herzustellen, 
auch bei der Normosalinfusion gewisse Ionen in die kiinstliche Gewebs- 
flissigkeit abzugeben. Wesentlich gréBer sind die Salzbestande, die er in 
den Traubenzuckerinfusionen verliert. 


Tabelle Il. 


(Werte in Milligrammprozenten angegeben.) 








Nr. Ne K Ca Cl HCO, (H, PO, + HPO,) 
1 343 12,35 6.8 Spuren 3,78 
2 348 11,36 49 0 3.80 
3 — 11,50 5,7 0 4,03 
4 346 11,90 6.9 Spuren 3,21 
Mittel : 345.6 11,78 6,07 360,3 6 3,70 


Der Vergleich der Austauschvorgange (Tabelle III) vor und nach der 
Bestrahlung ergibt im einzelnen folgendes Bild. Das Natrium nimmt zu. 
Das Chlorid und das Bicarbonat fallt ab; wihrend diese Bewegungen sowohl 
im Bestrahlungstag als spiter, nach 2, 3 und 6 Tagen, sich gleichgerichtet 
verhalten, ergibt sich fiir Kalium und Calcium in den hier berichteten 
Versuchen eine differente Bewegung: am ersten Tage K-Verminderung 
ind Ca-Vermehrung; am zweiten, dritten und sechsten Tage hingegen 
umgekehrt, K-Anstieg und Ca-Senkung. Ungewdédhnlich groB-sind die 
Steigerungen des Gehalts an anorganischem Phosphat und an Aminoséuren 
n der Peritonealfliissigkeit nach der Bestrahlung; die Phosphate haben 
nach 4 bis 6 Stunden um 57,8°,, nach 48 bis 144 Stunden um 76,2°, zu- 
genommen und der Aminoséurenanstieg betragt zu den genannten Zeiten 
48 bzw. 94%. 

Die ermittelten Werte wiederholen also in groben Ziigen das Bild der 
\nderungen, welche der Blutspiegel nach den friiher berichteten Versuchen 
inter Strahleneinwirkung erfahrt, und stellen so eine Bestatigung des damals 
Leider konnten bei den Kaninchen dieser Versuche die 
Serumwerte der vorstehend beriicksichtigten Stoffe nicht 


Gefundenen dar. 
gleichzeitigen 
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Tabelle III. 
(Mittelwerte, ausgedriickt in Millimolen.) 





“vat Spatstad:uin 
Vor Nach Bestrablung nacb Bestrahluny 
Bestrahlung Tk : 

Absolut Differenz Absolut Differen, 


Na (Normosal) ... , 137,15 139,1 + 1,95 
Na (Traubenzucker) 84.55 86.6 + 2,05 = _ 
wee se < eel : 4,82 4.6 — 0,22 6,15 13 
Ca eee € « @ @ #*« *& 3.82 3.9 + 0.08 3.35 i) 47 
Cl (Normosal) ..... 99.70 95.65 - 4.05 
Cl (Traubenzucker) . 52,75 50.25 — 2.50 
— 1,22 

oo RoR ROE 17,12 15,99 | —46 16.35 — 0.77 
H,PO,+ HPO, . . ; 1,33 2,10 4+- O77 2,35 + 1,02 
Anionendefizit in °,. . . 23.30 29.99 - 34,30 
Anionendefizit, Steigerung 

i ieee » 28.3 — 46.8 

K.P om i aoe , 
Quotient 1,678 2.476 4.314 _ 
a 

Aminosduren . . . 4.48 6.65 2.17 8.7 4.2? 
EKiweib, relativ. . » ae 100 203.3 . 184.5 


gleichzeitig ermittelt werden, da die erforderlichen Blutentnahmen von 
etwa 20 ccm bei einer Gesamtblutmenge von etwa 200 cem einen erhebliche: 
AderlaB bedeuten und die starken Wirkungen des letzteren auf den Wasser 
und Salzgehalt des Blutes wohl bekannt sind'. So war der Weg des direkte: 
Vergleichs nicht méglich. Indirekt ergibt sich aber aus den friiheren Blut 
und jetzigen Peritonealfliissigkeitswerten, daB die Intensitét der Aus 
schlaige fiir alle Werte und fiir ihr Verhaltnis untereinander mit Ausnahn 
derjenigen der Phosphate und Aminoséuren ungefahr gleichartig ist. 

Fiir die beiden letztgenannten Stoffe scheint somit jene eingangs 
gestellte Forderung erfiillt: starkere Zunahme in der kiinstlichen Gewebs 
fliissigkeit als im Blute. Da eine Speicherung in der ersteren nicht in 
Betracht gezogen zu werden braucht, so diirfte die Berechtigung gegeben 
sein zu der Deutung, daB die ungewéhnliche Zunahme der Phosphate uni! 
Aminoséuren in der kiinstlichen Peritonealfliissigkeit auf vermehrten 
Austritt aus den Endothelzellen des Peritoneums zu beziehen ist. 

Daran la8t sich die Erérterung kniipfen, ob die relative EiweiBzunalime 
um 103,3°% am Bestrahlungstag bzw. 84,5°% im Spétstadium, wie sie in 
der Peritonialfliissigkeit zu beobachten ist, desgleichen aus EiweiBbestanden 
der Zelle zu erkliren ist oder einer erhéhten GefaéBdurchlassigkeit zu 
geschrieben werden muB. Die chemische Zusammensetzung dieses Eiweibes 
ist zur Entscheidung dieser Frage nicht zu verwerten. Es besteht sowolil 
vor als nach der Bestrahlung vorwiegend aus Globulinen, wie sich aus seiner 
Salzfallbarkeit mit verschieden konzentrierten Ammonsulfatlésungen ergi)t, 
wenn auch bei dem auBerordentlich geringen absoluten EiweiBgehalt «(ir 
verwendete nephelometrische Methode nur qualitative, nicht mehr einwan 


' Endres, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 48, 694, 1926. 
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freic Quantiative Ablesungen gestattete. Der absolute EiweiBgehalt war 
ring, da8 Refraktionsbestimmungen nicht verwertbar waren, vielmehr 
eine nephelometrische Methode von Rona und Kleinmann'! verwendet 
wurde, welche allerdings nur relative Werte ergibt. (Als Vergleichslésung 
diente eine nach diesen Autoren als konstant und als innerhalb der gege- 
hbenen Zeit stabil zu betrachtende Verdiinnung von Serum mit isotonischer 
Kochsalzlésung unter Thymolzusatz. Die gewonnenen Werte entstammen 
Doppelbestimmungen, welche stets sehr gut iibereinstimmten.) Obwohl 
nach makroskopischen Beobachtungen von Siedamgrotzky* im bestrahlten 
Hautbereich bei ringerdurchstrémten Kaninchen eine erhéhte Kapillar- 
durchlassigkeit besteht, kann die Frage nach der Herkunft der Eiwei- 
runahme doch nicht eindeutig auf vermehrten Durchtritt aus den GefaBen 
bezogen werden, da man nach der Einwirkung einiger oberflichenver- 
dichtender Stoffe auf Zellgrenzschichten * in den letzteren ebenfalls globulin- 
artige EiweiBkérper vermutet hat. 

Nicht tibergangen werden soll endlich der Unterschied in der K- und 
Ca-Bewegung nach StrahleneinfluB, welcher zwischen den Befunden in der 
Peritonealfliissigkeit und den friiheren Befunden im Blute besteht. Da 
vieichzeitige Untersuchungen im Blute aus den erwahnten Griinden in den 
hier vorliegenden Versuchen nicht angestellt werden konnten, so ist die 
gegensétzliche Bewegung im Anfangsstadium (4 bis 6 Stunden) schwer 
zu beurteilen (im Spitstadium herrscht Ubereinstimmung). 

Wertvoll erscheint noch die Bestatigung zweier weiterer friiher mit- 
geteilter Befunde, der Zunahme des Anionendefizits und des Quotienten 
K x P/Ca unter Strahleneinflu8B. Das Anionendefizit in der Peritoneal- 
fliissigkeit steigt zundéchst um 28,3%, spéter (kurz vor dem Tode) um 
46,8°% des Wertes der Vorperiode an. Recht groB und ausschlaggebend 
beeinfluBt durch den starken Anstieg des Phosphatgehalts, der die Annahme 
eines gesteigerten Phosphataustritts aus den Endothelzellen des Bauch- 
fells nahelegte, ist die Steigerung des Ionenquotienten K x P/Ca; sie 
hbetragt 47,6 bzw. 157,1°%, wobei der letztere Wert kurz vor dem Tode 
heobachtet ist. Die Deutung des Anionendefizits ist noch zu keinem Ab- 
schlu8 gelangt; es weist auf die Anwesenheit saurer Valenzen im Serum 
hin, die nach der iiblichen Auffassung zum groBen Teil durch die bei 
Blutreaktion negativ geladenen SerumeiweiBkérper, zum anderen Teil 
durch noch unbekannte organische Séuren abgesattigt sind. Gerade durch 
eine Zunahme des Bilanzanteils dieser unbekaanten organischen Saéuren 
scheint die Steigerung des Anionendefizits unter StrahleneinfluB verursacht 
zu sein. Dafiir spricht der Befund, da8 solche unbekannten organischen 
Séuren in vitro bei Bestrahlungen von Eiwei8kérpern zuerst von Newberg * 
entdeckt und seitdem regelmaBig gefunden worden sind (Mond, Fernau und 
Pauli, Wels), wenngleich es bisher nicht immer gelungen ist, ihre chemische 
Konstitution zu klaren. Fiir einen engen Zusammenhang der aus Bilanz- 
untersuchungen des Serums zu schlieBenden unbekannten sauren Valenzen 
mit den EiweiBen spricht auch alles, was bisher zur Kenntnis der ver- 
mehrten endogenen Saéurebildung bei Nierenleidenden® und Pneumonie- 


SO & 


1 Rona und Kleinmann, diese Zeitschr. 140, 462, 1924. 

2 Siedamgrotzky, Strahlentherapie 19, 74, 1925. 

® Hoeber, Pfliigers Arch. 199, 1923. 

* Neuberg, diese Zeitschr. 18, 314, 1908. 

5 H. Straub und KI. Meier, diese Zeitschr. 124, 259, 1921. 
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kranken! beigetragen worden ist. Besonders lehren dann die let 
Untersuchungen (H. Straub und Kl. GollwitzerMeier®) iiber Vergiftu 
mit dem protoplasmazerstérenden Sublimat die ausschlaggebende 2 
deutung des EiweiBumbaues und -abbaues fiir die Entstehung des Ani: 
defizits und des Molenrestes (H. Straub*). Aus diesen Untersuchung 
geht auBerdem noch die Modglichkeit betrachtlicher Kationendefiz): 
hervor, die von den letztgenannten Autoren mit dem Auftreten a; 
artiger Verbindungen erklart wird. Alle diese Befunde sind also ¢ 
vereinbar mit der friiher vorgetragenen Auffassung*, daB die Anderuny 
des Anionendefizits im Serum bestrahlter Tiere und Menschen zu |» 
ziehen sind auf Reaktionsprodukte der Strahlendenaturierung des Eiw: 


Zusammenfassung. 


=r 


In eine kiinstliche Gewebsfliissigkeit, die durch Einbringung vo; \ 
Normosal bzw. Ringerlésung in die Bauchhéhle von Kaninchen hergest ||: 
wird, treten bei ein und demselben Tiere nach ausgiebiger Réntgen 
bestrahlung des Abdomens mehr Globuline, Aminosauren und Phosphat, 
iiber als vor der Bestrahlung. Es wird wahrscheinlich gemacht, daj 
dieser Mehrdurchtritt, der die entsprechenden Veranderungen im 
Blutspiegel dieser Stoffe stark tibertrifft, zu gelten hat als Ausdruck 
vermehrter Durchlassigkeit der Endothelzellen des Bauchfells, die an 


die kiinstliche Gewebsfliissigkeit angrenzen. 
sch: 

1 H. Straub, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 25, 1, 1924; Ver! Uns 

d. Deutsch. Kongr. f. inn. Med. 1925. ew 
2 H. Straub und Al. Gollwitzer-Meier. Deutsch. Med. Wochenschr. 51 len 
642, 1925. en 
3 H. Straub, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 142, 145, 1923. hah 

* Kroetz, diese Zeitschr. 151, 146 und 449, 1924; Ergebn. d. mx ‘g 
Strahlenforschung 2, 351, 1926. Lent 
im 
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Untersuchungen iiber den Alkoholumsatz beim Menschen. 


Von 
A. Bornstein (Hamburg) und A. Loewy (Davos). 


\us dem Schweizerischen Forschungsinstitut in Davos und dem Pharma- 
kologischen Institut der Universitat Hamburg.) 


(Eingegangen am 10. Oktober 1927.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wenn auch unserW issen iiber das Schicksal des Alkohols im tierischen 
md menschlichen Kérper durch die sehr zahlreichen und vortrefflichen 
\rbeiten, die sich mit der Stellung des Alkohols im Stoffwechsel be- 
schiftigen, recht abgerundet erscheint', so bleiben doch noch einige 
Unsicherheiten. Sie riihren daher, daB die bisherigen Untersuchungen 
gewohnlich nur eine Seite des Problems umfaBten, indem sie entweder 
len EinfluB auf den respiratorischen Stoffwechsel in Betracht zogen 
oder das Verhalten im Blut oder in den Organen zum Gegenstand 
haben. Dagegen fehlt es bis jetzt an Untersuchungen, in denen gleich- 
zeitig die Beeinflussung des Stoffwechsels und das Verhalten des Alkohols 
im Blute in langeren Perioden bestimmt wurden. Unser Plan ging 
deshalb dahin, diese Liicke auszufiillen. Zu diesem Zweck haben wir 
vergleichend den Ablauf des Gaswechsels und den Gang des Alkohol- 
gehaltes des Blutes nach Aufnahme bestimmter Alkoholmengen fest- 
gestellt, und zwar fortlaufend so lange, bis kein Alkohol mehr im Blute 
nachzuweisen war und der Gaswechsel eine Riickkehr zur Norm er- 
kennen lieB. 

Methode. 


Wir gingen folgendermaBen vor: Der Gaswechsel! wurde an den Versuchs- 
personen, deren vier uns zur Verfiigung standen, zunachst im niichternen 
Zustande, d. h. etwa 11 bis 13 Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme, 
truh morgens in zweiunmittelbar aufeinander folgenden Versuchen bestimmt. 
Wir benutzten dazu das Zuntz-Geppertsche Verfahren, das uns auch heute 


! Die Literatur bis in die neueste Zeit ist in ausgezeichneter Weise 
von Rosemann in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 8, 2. Aufl. zusammen 
gestellt worden, so da8 wir auf sie nicht weiter einzugehen brauchen. 
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noch sicherer und aufschluBreicher erscheint als die modernen Apy args, 
fiir kurzfristige Gaswechselbestimmungen. Dann wurden 25 bis %» 
absoluten Alkohols mit Wasser auf 100 ccm verdiinnt und, mit einer Spy; 
Vanillin schmackhaft gemacht, zugefiihrt, und nun in Zwischenraium, 
von % bis 1 Stunde weitere Bestimmungen des Gaswechsels yo; 
genommen. In den spiateren Versuchen wurde aus im folgenden ersich; 
lichen Griinden auBer Alkohol auch Zucker zugefiihrt. In diesem Fal), 
wurde so verfahren, daB zunéchst zwei niichterne Respirationsversucty 
gemacht wurden, worauf die Versuchsperson 25 g Rohrzucker mit Wasse; 
und etwas Citronensaft auf 50 cem aufgefiillt erhielt. Nach 1 Stunde wun 
die gleiche Rohrzuckergabe wiederholt, nach '% Stunde dieselbe Roh; 
zuckermenge mit 25 bzw. 30g Alkohol abs. in Wasser auf 100 cc; 
aufgefiillt, gegeben. Es folgten dann weitere 25 g Rohrzucker (immer au; 
50 cem aufgefiillt) bis zum Ende des Versuchs. Da die Versuche meis; 
7 Stunden dauerten, wurden so auBer dem Alkohol noch 7 x 25 l75¢ 
Rohrzucker zugefiihrt. Zwischendurch wurde in einhalb- bis einstiindigey 
Zwischenraumen der Gaswechsel bestimmt. In den ersten Versuchen war 
Livulose an Stelle des Rohrzuckers verabfolgt worden; doch verursacht 
der Fruchtzucker in so groBen Dosen meist betriachtliches Ubelkeitsgefiih 
so daB wir bald zum Rohrzucker tibergingen. 

Wahrend der sich 7 Stunden ausdehnenden Versuchsreihe blieben 
die Versuchspersonen im iibrigen niichtern, d.h. sie erhielten auBer dey 
in den Protokollen angegebenen Alkohol- und Zuckermengen keinerle 
Nahrung. 

Die Alkoholmengen, die wir unseren Versuchspersonen gaben, ware: 
mit Absicht wesentlich kleiner gewéhlt als bei manchen an Tieren an 
gestellten Untersuchungen (Vd6liz, Gréiant, Biehler usw.), weil wir Wer 
darauf legten, die Personen im leidlich koordinierten Zustande eines nur 
geringen Rausches zu erhalten. Das war erforderlich, weil wir gleichzeitig 
eine Reihe von Ergogrammen aufschreiben lieBen. Auch schien uns di 
Méglichkeit geordneter Respirationsversuche im Stadium des _ sinnlose: 
Rausches nicht vorzuliegen. 

Zugleich wurde unmittelbar nach jedem Respirationsversuch de: 
Alkoholgehalt des Blutes nach der Methode von Widmark ermittelt. Di 
Methode ergab uns in Kontrollen mit Zusatz bekannter Alkoholmenge: 
zuverlassige Werte. Bei Serenbestimmungen ist allerdings daraut 
achten, da8 die iiber der Bichromatmischung hangenden Blutproben nich 
linger als 2 Stunden aufbewahrt bleiben diirfen. Es werden sonst offenbar 
andere fliichtige Stoffe aus dem Blute frei, die &hnlich wie Alkohol auf dir 
Bichromatmischung wirken. 

Die Blutentnahme geschah aus dem Ohrlaéppchen mit den von Widmark 
angegebenen Kapillarréhrchen, wobei die Blutmenge mittels der Torsions 
wage festgestellt wurde. Bei einiger Ubung gelingt es leicht, Entnalimn 
und Wagung so schnell auszufiihren, daB keine Gerinnung in der Zwischi' 
zeit eintritt, vorausgesetzt, daB das Blut in geniigend groBen Troptfer 
schnell aus der Wunde austritt. Stets wurden drei Blutproben entnommen. 
deren Analyse innerhalb der von Widmark angegebenen Grenzen eine 
befriedigende Ubereinstimmung zeigte, und aus denen ein Mittelwert 
berechnet wurde. 


Unsere Versuche sind an den folgenden drei Versuchspersonen 


ausgefiihrt worden: 
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Prof. Ad. Loewy, 64 Jahre alt, 60 kg, seit 40 Jahren als Versuchs- 
ekt an Respirationsversuche gewohnt. 
Prof. A. Bornstein, 45 Jahre alt, 83 kg, seit 25 Jahren an Respira- 
nsversuche gewohnt. 
3. Frl. J. Heyer, 29 Jahre alt, 51,9 kg, war kurz vor Beginn der Ver 
suche an den Zuntz-Geppertschen Apparat gewéhnt worden. Sie lieferte 
iid bemerkenswert gleichmaBige Werte. 
Fiir einige Vorversuche war noch herangezogen worden: 
t. Dr. C. Schirlitz, 25 Jahre alt, 76.5kg. Er war seit einem Jahre 
ifig das Objekt von Respirationsversuchen gewesen. 


Simtliche Versuchspersonen genieBen nur gelegentlich Alkohol in 
iBigen Mengen, Dr. Schirlitz ist Abstinent. 


Ergebnisse. 
1. Verhalten des Alkohols im Blute. 


Fast alle Versuche, in denen der Alkoholgehalt des Blutes bestimmt 
vurde, waren so angelegt, daB stiindlich 25g Rohrzucker in einer 
ibgemessenen Menge Wasser 7 Stunden gegeben wurden und bei der 
dritten Rohrzuckergabe gleichzeitig 25 bis 30g Alkohol in der oben 


genannten Verdiinnung verabfolgt wurden (s. 8S. 272). 

Nach Verabfolgung des Alkohols steigt der Alkoholgehalt des 
Blutes sehr schnell an, um meist nach etwa einer halben Stunde, in 
selteneren Fallen erst nach 1 Stunde das Maximum zu erreichen. Im 


Mittel aller Versuche lag, wie Abb. | erkennen |4Bt, das Maximum bei 


allen 3 Versuchspersonen nach 30 Minuten. Es stieg bei den verschiedenen 
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Versuchspersonen verschieden hoch, wie folgende kleine Tabelle zeix 
die das Mittel der Maxima an jeder Person wiedergibt: 


Tabelle I. 





— 


wuene Zeit bis zun 
erabfolgte Verschwinden des 
Person Alkoholmenge pro kg Maximaler Alkohol- Alkohols aus fen 

Korpergewicht gehalt des Blutes Blute 

e "lo Std 

Loewy We Pa 0.50 0,074 3 
Fri. Heyer. . . 047 0,049 4 
Bornstein . . . 0,36 0,059 3 


Ein gewisser Einflu8 der pro Kérperkilogramm  verabfolyt: 
Alkoholmenge 1a8t sich nicht leugnen, insofern als Loewy, der die griBter 
Alkoholmengen erhielt, auch die héchsten Alkoholwerte im Blute hatt 
Auffallend ist dagegen, daB Fri. Heyer und Bornstein, die recht ver 
schiedene Alkoholmengen zu sich nahmen, trotzdem den gleiche 
Maximalwert erreichen. Individuelle Momente spielen also zweifellos 
noch mit. 


Der Abfall vom Maximum gestaltet sich nun verschieden. Wahren 
die Kurve bei Loewy sofort wieder abfallt, bleibt sie bei Bornstein wn 
namentlich bei Frl. Heyer noch 14 Stunde lang auf merklich der gleiche 
Hodhe, so daB sich in diesen Fallen ein gewisses Plateau ausbildet, aut 
das Gréhant' zuerst aufmerksam gemacht hat. Das Plateau ist aber 
auch bei Fri. Heyer weniger stark ausgesprochen als in Gréhants Ver 
suchen, was wohl darauf zuriickzufiihren ist, daB Gréhant die doppelte: 
bis vierfachen Alkoholmengen anwendete. 


Der weitere Ablauf ging so vor sich, daB in wenigen Stunden der 
Alkohol aus dem Blute verschwunden war. Nimmt man an, daB ei 
Alkoholgehalt des Blutes von 0,004°,, fast noch innerhalb der Fehler 
grenze liegt, so waren (s. Abb. 1) schon nach 3 bis 4 Stunden bei allen 
drei Versuchspersonen nur noch kaum nachweisbare Spuren von Alkoho! 
im Blute. 1 Stunde spater waren auch diese Spuren nicht mehr 2 
finden. DaB bei gréBeren Alkoholmengen der Alkohol langere Zeit 
im Blute verweilt, wie es von friiheren Autoren oft gefunden, erscheint 
erklarlich®. 


Bemerkenswert ist ein Versuch an Bornstein vom 13. Juni 1927. ir 
dem die gleiche Alkoholmenge in der gleichen Verdiinnung gegeben wur|i 


! Gréhant, Journ. de Phys. et Path. gén. 1907, S. 978. 
2 Siehe z. B. Gréhant, 1. c. 
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in dem aber iiberhaupt kein Zucker verabfolgt war. Auch in diesem 
Falle stieg der Alkohol im Blute nach ', Stunde auf ein Maximum, das 
mit 0,.047°, absolut mit dem Mittel von 0,050°, in den Rohrzucker- 
versuchen tibereinstimmte. Der Abfall dauerte allerdings etwas langer 
md war erst nach 6 Stunden beendet. 


Im gleichen Versuche hatten wir neben dem Alkoholgehalt des 
Blutes auch den des Urins bestimmt, und zwar betrug nach der Alkohol- 
vabe in den ersten 2 Stunden: Mittlerer Alkoholgehalt des Blutes 
0.034°%,, des Urins 0,036°,; in den folgenden 3 Stunden: Mittlerer 
\Ikoholgehalt des Blutes 0,020°,, des Urins 0,005 °,. 


In den ersten 2 Stunden war also der Alkoholgehalt des Urins von 
ler gleichen GréBenordnung wie der des Blutes. Das entspricht durchaus 
len Befunden, die Miles! erhoben hat. Spiter jedoch verschwindet 
der Alkohol bis auf Spuren aus dem Urin, wahrend im Blute noch 
betrachtliche Mengen Alkohol nachweisbar sind. Da Miles seine Ver- 
suche nicht iiber 2 Stunden ausdehnte, ist ein tatsachlicher Widerspruch 
unserer Beobachtung gegeniiber nicht vorhanden. 


Dem héchsten Anstieg von 0,045 bis 0,075°,, Alkohol im Blute 
entspricht psychisch eine gewisse Benommenheit, fréhliche Stimmung 
ind Gesprichigkeit bei der Unterhaltung. UberlieB man die Personen 
sich selbst, so schliefen sie sehr schnell ein. Die Erscheinungen gingen 
dabei jedoch nie so weit, daB die Personen sich an den Handgriffen, 
die zur Durchfiihrung der Versuche nétig waren, nicht hatten beteiligen 
kénnen. Wenn nach 2 Stunden der Blutalkohol auf im Mittel 0,025 °,, 
gesunken war, war das psychische Verhalten wieder véllig normal. 


2. Erhaltungsumsatz. 


In den alteren Versuchen, in denen Alkoholmengen gegeben wurden, 
die der GréBenordnung nach unseren Dosen entsprachen, fand sich 
stets ein Gleichbleiben des O,-Verbrauchs innerhalb der Fehlergrenzen, 
so namentlich in den Versuchen von Zuntz und Berdet® und von Geppert® 
Rosemann, 8S. 509). Nur Simonson*, der sehr viel kleinere Dosen gab 
als wir nur 2 bis 4 g —, findet ein Ansteigen des Kalorienbedarfs um 
etwa 5%, bei einer anderen Versuchsperson um etwa 10°, im Mittel 
Leider geht aus Simonsons Arbeit nicht hervor, wann nach der Alkohol- 
zufuhr die Respirationsversuche angestellt wurden und auf wie lange 


1 Miles, Journ. of Pharm. and exper. Therap. 20, 265, 1922. Vgl. auch 
Widmark, Skand. Arch. 88, 85, 1915. 

* Zuntz und Berdet, Fortschr. d. Med. 5, 1, 1887. 

* J.Geppert, Arch. f. exper. Pathol. 22, 367, 1887. 


* Simonson, ebendaselbst 120, 259, 1927. 


18* 
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Zeit sie sich erstreckten; nur ist seinen Tabellen zu entnehmen, (af 
Niichtern- und Alkoholversuche nicht am gleichen Tage ausgefiihr 
wurden. Ersichtlich ist auch nicht, wie die Kalorienaus dem Respirat iis 
versuch berechnet wurden. 


Der kalorische Wert des verbrannten Alkohols wurde bei jing 
aus O,-Verbrauch und Respirationsquotient (R.-Q.) folgenderma Sey 
berechnet: 1 Liter O, entspricht einer Produktion von 4,848 Cal be; 
reiner Alkoholverbrennung. Verbrennt eine Mischung von Kohlehyira: 
(K.-H.) und Fett mit dem R.-Q. 0,84, so wiirde der dabei verbrauchte (), 
den gleichen kalorischen Wert haben wie bei reiner Alkoholverbrennung. 
wie aus der bekannten Tabelle von Zuntz und Schumburg hervorgeht! 
Nimmt man die Fehlerbreite eines Respirationsversuches zu mindestens 
2%, an, so geht aus der gleichen Tabelle hervor, daB Schwankunge) 
des R.-Q. zwischen 0,78 und 0,90 fiir die Berechnung praktisch ohr 
Bedeutung sind, d.h. daB man bei solchen Schwankungen Kalorien 
produktion und Q,-Verbrauch proportional setzen kann. Eine bk 
riicksichtigung des N-Umsatzes spielt, wie schon Tégel, Brezina wy 
Durig*® in Bestatigung einer Angabe von Magnus-Levy zeigten, kein 
Rolle fiir das rechnerische Ergebnis. Am einfachsten gestaltet sic! 
daher die Betrachtung, wenn nach Alkoholaufnahme der R.-Q. i: 


= 


den genannten Grenzen liegt. 

Dieser Bedingung entsprechen zwei unserer ohne Zuckergaben 
durch, efiihrten Alkoholversuche an Schirlitz vom 6. Marz 1926 und 
9. Mar ; 1926°. Im ersten dieser Versuche sind die Schwankungen der 
R.-Q.  r 0,05, die des O,-Verbrauchs 2°, nach oben und 3%, nach 
unten. Die Kalorienproduktion ist also durch den Alkohol nicht be 
einfluBt.. Im zweiten Versuch sinkt der R.-Q. von 0,79 auf 0,75 nach 
Alkohol, die O,-Verbrauchswerte sinken maximal um 2%, sie steige 
3 Stundea nach Alkohol maximal um etwa 6°. Auch diese Anderungen 
kann man noch als innerhalb der physiologischen Schwankungen 
liegend betrachten. 


Nicht so vollkommen entspricht der Voraussetzung des gleich 
bleibenden R.-Q. der Versuch an Loewy am 27. Mai 1926. Hier ist rech- 
nerisch anders zu verfahren. 

Der Niichtern-O,-Verbrauch betragt 191,8ccm bei einem R.-Q 
von 0,911, das sind 0,947 Cal Erhaltungsumsatz pro Minute. Der 
R.-Q. sinkt nach Alkohol bis auf 0,759 bei einem O,-Verbrauch von 


' Gekiirzt abgedruckt bei Loewy in Oppenheimers Handb. 6, 274, 1920. 

2 Tégel, Brezina und Durig, diese Zeitschr. 50, 329, 1913. 

3 Betreffs der Einzelwerte in diesen wie in allen folgenden Versuche: 
ist die am Schlusse befindliche Haupttabelle einzusehen. 
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194 3cem. Der verbrauchte O, verbrennt also eine Mischung von 
\Ikohol und anderen Nahrstoffen. Bezeichnet man bei Verbrauch von 
| Liter O, den auf Alkohol entfellenden Teil mit 2 Liter, so ist der 

andere Nahrstoffe entfallende (1 x) Liter O,. Wiirde der 
R.-Q. auf den R.-Q. der reinen Alkoholverbrennung, d.h. auf 0,667 
sinken, so ware offenbar «= 1. Wiirde der R.-Q. bei 0,911 bleiben, 
so ware x 0. Der Differenz zwischen 0,911 und 0,667 = 0,244 ent- 
spricht ein Steigen des x von 0 auf 1. Das in unserem Falle tatsachlich 
stattfindende Sinken von 0,911 auf 0,759 0,152 wiirde also ein 

oa 


is ae 
0,244 
verbrauchten O, werden zur Verbrennung von Alkehol benétigt. Da 
der O,-Verbrauch in diesem Versuch 194,3 ccm betragt, so sind 


Steigen des x von 0 auf 0,62 entsprechen. D.h.: 62%, des 


»° von 194,3 ccm 120,6 cem O, 0,5853 Cal (da 1 Liter O, bei Alk.- 
; Verbrennung 4,848 Cal 
entspricht) 
38 _ Sean + Tae vo GD 0,3638 ., (bei R.-Q. 0,911) 


Summa: 0,9491 Cal 


Da der Niichternwert (s. oben) 0,947 Cal betragt, so ergibt dieser 
Versuch eine véllige Ubereinstimmung der Kalorienproduktion vor 
und nach Alkohol. 

Stillschweigende Voraussetzung bei der Berechnung war, daB das 
Verhaltnis in der Verbrennung von Fett zu K.-H. unverander . blieb 
daB also die neben dem Alkohol verbrennenden orgenischen Ni irstoffe 
mit dem urspriinglichen R.-Q. (0,911) verbrannten. Nehmer ir aber 
an, daB dies nicht der Fall ist auf welche Méglichkeit wi in einer 
spiteren Arbeit zuriickkommen werden —, so wiirde der gré/ mégliche 
Fehler der Berechnung dann eintreten, wenn neben Alkoho nur Fett 
verbrennen wiirde. In diesem Falle wiirde der Kalorienwert vor 1 Liter O, 
von 4,93 auf 4,68 sinken, d.h. um 5°. Da aber der Alkohol sich mit 
etwa zwei Drittel am Umsatz beteiligt, wiirde nur ein Drittel von 5°, 
d.h. weniger als 2°, in Betracht kommen. Diese 2°), wiirden aber 
vollkommen innerhalb der Fehlergrenze liegen. 

Die Versuche an Bornstein vom 13. April 1926 und 22. April 1926 
zeigen ein geringeres Sinken der R.-Q. als der Versuch an Loewy. Leider 
finden sich bei Bornstein starkere Schwankungen des Niichtern-QO,- 
Verbrauchs zwischen 234 und 265 cem Q,, die immerhin mit + 6°, 
noch innerhalb der konventionellen Schwankungsbreite liegen. Doch 
wird dadurch naturgemaB der Wert dieser Versuche etwas herabgesetzt ; 
man kann jedoch zunichst sagen, daB die Werte nach Alkoholzufuhr 
innerhalb der gleichen Schwankungsbreite liegen wie die Niichtern- 
werte. Uhersichtlicher werden die Verhaltnisse, wenn men die Mittel- 
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werte der beiden, unter ganz gleichen Bedingungen durchgefiihrten 
Versuche nimmt. Es berechnet sich dann der O,-Verbrauch zu: 


vor Alkoholaufnahme = 250 ccm pro Minute 


25’ nach = = 255 ,. » % 
54 =C@«ss sb = 260 ,, ne - 
116 Sg, ma = 366 ,, a a 
169 __,, o = $606 4. ” 
245 =«(«a, as = 34] ,, ‘“ ” 





Mittel: 255 ccm pro Minute 


Der O,-Verbrauch steigt also zunichst (innerhalb der physiologischen 
Breite) an, um zum SchluB auf einen Wert zu sinken, der zwar unter- 
halb des Ausgangswertes, aber auch noch innerhalb der physiologischen 
Breite liegt. 

Als Gesamtresultat ergibt sich aus unseren Versuchen, daB durch 
Zufuhr von 30 g Alkohol beim niichternen Menschen, d. s. 0,36 bis 0,5 g 
Alkohol abs. pro Kilogramm Kérpergewicht keine Anderungen des 
,-Verbrauchs und des aus dem O,-Verbrauch berechneten Kalorien- 
bedarfs eingetreten sind. 


Die oben (S. 277) durchgefiihrte Berechnung der Beteiligung des 
Alkohols an den Verbrennungen beruht auf der Senkung des R.-Q. 
nach Alkohol. Je héher der R.-Q. am Anfang ist, um so stirker wird 
die Senkung nachweisbar sein, waihrend sie bei niedrigem R.-Q., also bei 
reiner oder fast reiner Fettverbrennung iiberhaupt kaum in Erscheinung 
tritt, wie der Versuch an Bornstein vom 13. Juni 1927 zeigt. Daher 
haben wir, um von hohen R.-Q. auszugehen, nach Ausfiihrung der beiden 
Niichternversuche Rohrzucker zugefihrt, in der Art, wie es 8.272 
geschildert ist. In ahnlicher Weise hatte schon Durig seine Versuche 
angeordnet, jedoch ging er so vor, daB er entweder auf einmal 100 g 
Dextrose oder dreimal je 30 g Lavulose im Verlauf von 2 Stunden an 
Kohlehydrat zufiihrte. Da wir unsere Versuche bis zum sicheren Ver- 
schwinden des Alkohols aus dem Blute fortsetzen wollten, dehnten wir 
auch die Kohlehydratzufuhr auf 7 Stunden aus, indem wir stiindlich 
25 g Rohrzucker, im ganzen also 175 g gaben. Es ergab sich aber die 
Notwendigkeit, als Kontrolle reine Zuckerversuche ohne Alkohol an- 
zustellen. Uber diese soll zunichst berichtet werden. 


3. Zuckerversuche ohne Alkohol. 


Nach Feststellung des Niichternwertes wurden stiindlich 25g 
Rohrzucker 7 Stunden lang gegeben und jede Stunde der Gaswechsel 
gemessen. Es handelt sich um je 2 Versuche an Fri. Heyer und Bornstein. 
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Der R.-Q. war schon nach 1 Stunde in allen Versuchen gestiegen 
(s. Abb. 2). Nach 2 Stunden trat eine Senkung ein, der ein weiteres 
Ansteigen des Quotienten iiber den ersten Anstieg hinaus folgte. Dabei 
war ein individueller Unterschied zu konstatieren, indem bei Frl. Heyer 
der Anstieg zu weit héheren Werten — bis tiber 1 hinaus — erfolgte, 
bei Bornstein jedoch nur in einem Falle iiber 0,9 hinausging. Dieser 
Unterschied diirfte mit dem verschiedenen Energieaufwand zusammen- 
hiangen, der sich aus den Gaswechselversuchen errechnet. 








0 420 
Abb. 2. 
Respiratorische Quotienten der reinen Roh kk he, stiindlich 25 g Rohrzucker. Die 
unteren vier Versuche in Hamburg (1, 2), die oberen zwei in Muottas Muraigl (I, ID. 
Bornstein. - —— Heyer. 





Aus ihnen berechnet sich an den Versuchstagen fiir Fri. Heyer 
ein Erhaltungsumsatz von 0,87 Cal. in der Minute = 52,2 Cal. in der 
Stunde. Diese wiirden gedeckt werden durch 13,5g Zucker in der 
Stunde. Bei Bornstein dagegen ist der Kalorienbedarf in der Stunde 
= 80,4 Cal, entsprechend einen Bedarf von 20,1 g Zucker. Da die 
stiindlich verabreichte Zuckermenge 25g betrug, wirde der Bedarf 
iiberschritten bei Fri. Heyer um 85%, bei Bornstein um nur 24%. 
Dementsprechend wird bei Frl. Heyer mehr Fett. durch K.-H. im Stoff- 
wechsel verdringt und zum Teil sogar Fett aus K.-H. gebildet. 


Die vorher besprochene initiale Senkung des R.-Q. nach Zucker- 
zufuhr steht nicht vereinzelt da. Sie ist bereits bei Traubenzucker- 
zufuhr mehrfach gesehen und hervorgehoben worden von Bornstein 
und Holm}. Sie ist auch in Versuchen von Tégel, Brezina und Durig* 


1 Bornstein und Holm, diese Zeitschr. 180, 213, 1922. 
2 Tégel, Brezina und Diirig, ebendaselbst 50, 296, 1913. 
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erkennbar. Sie ist nach Zufuhr von Rohrzucker kenntlich in einem 
Versuch von Schirlitz!. Thre Bedeutung ist unsicher, und wir méchten 
theoretische Betrachtungen dariiber vermeiden. 


Was die Umsaizsteigerung nach Zuckerzufuhr anbetrifft, so zeigt 
schon ein Blick auf die Anhangstabellen, daB sie nur sehr gering ge- 
wesen ist. Man kann, um ein Bild von der kalorischen Wirkung wahrend 
der ganzen Untersuchungszeit zu gewinnen, in ahnlicher Weise wie 
Schirlitz (l.c., 8.25) vorgehen; man interpoliert durch Mittelung je 
zweier, aufeinander folgender Gaswechselwerte, die in kalorische Werte 
umgerechnet sind, den Umsatz in den Pausen zwischen den Respirations- 
versuchen, addiert die gefundenen Werte und erhilt so die wahrend 
des Gesamtversuches verbrauchten Kalorien. Von diesen subtrahiert 
man die auf dieselbe Zeit berechnete Kalorienmenge, die sich aus den 
Niichternversuchen ergeben wiirde. Der UberschuB stellt die spezifisch- 
dynamische Wirkung der zugefiihrten K.-H. dar. Z. B. 


Versuche vom 4. Oktober 1926 an Frl. Heyer. 





Tabelle II. 
1 Ose | COgeAue Tt. 
1] Og COgsAuss 
| mM be —s Verbrauch subiidene Kalorien 
ae ! ee 1 Liter Liter 
Vor Zuckerzufubr 181,3 150.2 
Min. nach Zucker- | 
zufuhr 
0 bis 61 | 182,9 166,2 11,157 10,138 
61 , 121 | 180,38 165,2 10,818 9,912 
121 , 183 | 180,38 170,4 11,179 10,565 
183 , 241 179,1 173,0 10,388 10,034 
241 , 304 179,5 180,5 | 11,308 11,371 
— est 176.9 | 1817 | 11,145 | 11487 | 
0 bis 367 R.Q.= 0,962 65,995 63,467 330,0 
Nichternwert: 8218 
Spez.-dynam. Wirkung: 8,2 


Auf Grund dieser Rechnung ergibt sich bei Fri. Heyer ein Plus 
an Kalorien fiir die Dauer von 6 bzw. 7 Stunden von 8,2 Cal. (4. Oktober 
1926) und 14,5 Cal. (30. September 1926), im Mittel von 11,3 Cal. Das 
waren 1,6% der mit dem Rohrzucker zugefiihrten Kalorienmenge. 
Bei Bornstein sind nach Zucker weniger Kalorien verbraucht, als im 
niichternen Zustande, nimlich — 9,4Cal (28. September 1926) und 
— 9,5 Cal (18. September 1926), entsprechend — 1,3 % der zugefiihrten 


| Schirlitz, diese Zeitschr. 188, 36, 1927, Versuch vom 8. Februar 1926. 
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Kalorien. Die Werte an beiden Personen liegen volikommen innerhalb 
der Fehlerbreite, so daB man sagen kann, daB eine spezifisch-dynamische 
Wirkung nicht zu beobachten gewesen ist. 


Dieser Mangel einer spezifisch-dynamischen Wirkung nach Ver- 
abfolgung von 175 g Rohrzucker in refracta dosi ist einigermaBen auf- 
fallend, da nach 100g Rohrzucker in einer Dosis eine deutliche spezifisch - 
dynamische Wirkung von im Mittel 6,2°% in Versuchen von Schirlitz 
(Il. c., S. 26) sich zeigte. Im itbrigen ist bekannt, daB auch 100g 
Traubenzucker bzw. Livulose Steigerungen von ahnlicher GréBen- 
ordnung hervorrufen. (Benedict, Durig). Bekannt ist auch, dab die 
spezifisch-dynamische Wirkung nach K.-H. nicht proportional den 
zugefihrten Zuckermengen, sondern starker ansteigt. Darin diirfte 
méglicherweise der Grund fiir die geringe Wirkung verzettelter Dosen 
zu suchen sein. 


4. Alkohol-Zuckerversuche. Verhalten des R.-Q. 


Wie schon oben erwahnt, sind diese Versuche so durchgefiihrt, 
daB Zucker in gleicher Weise gegeben wurde wie in der eben beschriebenen 
Reihe, nur da8 mit der dritten Zuckergabe von 25 g gleichzeitig Alkohol 
gegeben wurde. Die Alkoholmenge betrug bei Loewy und Bornstein 
30 g, bei Fri. Heyer fast immer 25 g. 


Wir haben nun die wesentlichen Veranderungen des Gaswechsels 
an sich und im Vergleich zum Alkoholgehalt des Blutes bis zum Ver- 
schwinden des Alkohols aus diesem verfolgt. 


Der R.-Q. zeigte in den ersten 2 bis 3 Stunden eine starke Senkung, 
die bereits aus den Durigschen Versuchen bekannt ist. Wahrend dieser 
Zeit kreist noch Alkohol in gréBeren oder geringeren Mengen im Blute. 
Unsere Versuchsanordnung und die Ausdehnung unserer Versuche 
gestattete uns aber, auch in den folgenden Stunden den Verlauf der 
Kurve zu verfolgen. 


Es zeigte sich (vgl. Tabelle Il und Abb. 1B), daB der R.-Q. bei 
allen Personen schon nach 1% Stunde stark gesunken war, um wiahrend 
der ersten 3 Stunden im allgemeinen ziemlich gleichmaBig niedrig zu 
bleiben. Das Minimum wurde im Mittel der Versuche bei Fri. Heyer 
nach 1 Stunde bereits erreicht, bei Bornstein und Loewy erst nach 
3 Stunden, doch sind die Unterschiede bis zum beginnenden Wieder- 
anstieg im allgemeinen gering. In der vierten Stunde beginnt in samt- 
lichen Versuchen der R.-Q. mehr oder weniger steil wieder anzusteigen ; 
in der fiinften Stunde ist der Anstieg immer sehr betrachtlich, so daB 
das Ausgangsniveau fast wieder erreicht wird. Der Verlauf der Kurven 
in den einzelnen Versuchen la8t sich aus den Werten der Anhangs- 
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Tabelle II. 
Zeit nach oT Respirator. Quotient Taare 
Loewy. 
0 0,925 0,000 
Vg 0,83 | 0,074 
1 0,80 | 0,065 
3 0,77 | 0,004 
4 0,83 | 0,008 
5 0,92 | 0,002 
Bornstein. 
0 0,96 | 0,000 
Vy 0,85 0,045 
1 0,82 0,048 
3 0,77 | 0,004 
4 0,83 0,008 
5 0,91 | 0,002 
Heyer. 
0 0,95 0,000 
iy 0,84 | 0,045 
1 0,82 | 0,046 
3 0,825 | 0,018 
4 | 0,85 | 0,005 
5 0,90 0,008 


tabellen entnehmen. In einer folgenden Arbeit werden die Einzelkurven 
zugleich mit anderen wiedergegeben werden. 


Ein Vergleich der Alkohol-Zucker-Kurven mit den reinen Zucker- 
kurven bestitigt also das Durigsche Ergebnis des plétzlichen Abfalles 
des R.-Q. Dies wurde von Durig auf ein Zuriickdringen der K.-H. 
aus dem Stoffwechsel durch Alkohol zuriickgefiihrt. Wir bringen mit 
unseren Versuchen einen weiteren Beweis fiir diese Anschauung. 


Vergleicht man das Verhalten der R.-Q. mit dem Alkoholgehalt 
des Blutes, wie es fiir die Mittelwerte jeder Person sich am besten in 
Tabelle II darstellit, so tritt auf den ersten Blick hervor, wie das Sinken 
des Quotienten mit dem plétzlichen Anstieg des Blutalkohols in allen 
Fallen zusammenfallt. Im weiteren Verlauf bleibt jedoch der R.-Q. 
wahrend der ersten 3 Stunden ziemlich gleichmaBig niedrig, wahrend 
der Blutalkohol mehr und mehr absinkt. Der niedrigste Wert des 
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R.-Q. wird bei zwei von den drei Versuchspersonen sogar erst erreicht 
zu einer Zeit, zu der der Blutalkohol nur noch wenig den Nullpunkt 
iiberschreitet. Sobald aber dieser Moment erreicht ist, d. hh. wenn der 
Blutalkohol von etwa 0,06 % im Mittel auf 0,003 % im Mittel abgesunken 
ist, beginnt auch schon der R.-Q. wieder zu steigen. Beides geht deutlich 
aus Tabelle II hervor. 


Bei der Erklarung dieses Befundes kénnte man zunichst den 
Einwand erheben, dab die Verbrennung des Alkohols nicht von seiner 
Konzentration im Blute, vielmehr von der in den Geweben abhingt, 
und daB die Gewebe nicht notwendigerweise den Alkohol aus dem 
Blute entsprechend seiner Konzentration im Blute aufnehmen. Gegen 
diesen Einwand sprechen, neben allgemeinen Erfahrungen itiber die 
Diffusionsgeschwindigkeit, im speziellen Ergebnisse alterer Forscher, 
wie Gréhant'. Er bestimmte zu gleicher Zeit den Alkoholgehalt des 
Blutes und der Gewebe zu verschiedenen Zeiten nach Alkoholzufuhr. 
Berechnet man aus seinen Werten das Verhaltnis von Alkoholkonzen- 
tration in den Geweben zu Alkoholkonzentration im Blute bei den 
von ihm gefundenen Konzentrationen in letzterem, so zeigt sich, daB 
dies Verhaltnis unter allen Bedingungen der Alkoholkonzentration im 
Blute und der Zeit recht konstant ist und nur mit einer Differenz von 
+ 10% unregelmaéBig um ein Mittel schwankt. Das zeigt folgende 
Tabelle IIT. 














Tabelle III. 
Gréhants Kaninchenversuche. 
aarti rn , ee 
nech-Alkcholzufuhr | Alkobol im Blute in den Geweben | Gewebsalkohol 
Sed. Ol og | Blutalkobot 
1 | 0,337 0,250 0,742 
3 0,400 0,263 0,656 
6 0,257 0,184 0,727 
12 | 0,125 0,086 0,811 


Der Sattigungsgrad der Gewebe mit Alkohol entspricht rund drei 
Viertel vom Sattigungsgrad des Blutes. Den geringen Schwankungen 
des Verhiltnisses von + 10 % stehen in unseren Versuchen Schwankungen 
des Alkohols um mehr als 1000°% gegeniiber, im Bereich derer der 
R.-Q., d. h. die Verbrennung des Alkohols praktisch konstant ist. 


Zur Erklarung kénnte man verschiedene Zusammenhange ver- 
muten. Zunichst wire es méglich, daB die héheren Alkoholkonzen- 


' S. Rosemann, 8. 488. 
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trationen, die im Beginn im Blute sich befinden, bereits geniigen, um 
einen schadigenden Einflu8 auf die Oxydation des Alkohols in den 
Geweben auszuiiben. Dagegen kénnte man einwenden, daB es schwierig 
ist einzusehen, warum die héheren Alkoholkonzentrationen gerade 
die Oxydation des Alkohols, nicht aber die der iibrigen Niahrstoffe 
hemmen sollten. Naher liegt es vielleicht anzunehmen, daB wihrend 
der Verbrennung des Alkohols die Fahigkeit des Organismus dazu 
langsam zunimmt. Derartige Vorgiange sind im biologischen Geschehen 
vielfaltig bekannt. Sehr bekannt ist das Phinomen der ,,Treppe“ am 
Muskel und Nerven; es bedeutet, daB im Verlaufe weniger Sekunden die 
Leistungsfahigkeit durch die Leistung selbst gewaltig gesteigert werden 
kann. Fiir den speziellen Fall des Alkohols sind uns zwei Tatsachen 
bekannt, die in dieselbe Richtung weisen. Fiir die Tatsache, daB eine 
Gewéhnung gewisser Funktionen an Alkohol verhiltnismaBig schnell 
eintreten kann, sprechen Angaben, nach denen man sogar am iiber- 
lebenden Herzen im Verlauf einer Durchblutung eine Anpassung an 
den Alkohol beobachten kann derart, daB anfangs die Herztitigkeit 
stark schidigende Konzentrationen dann gut vertragen werden, wenn 
man das Herz erst mit geringeren Alkoholkonzentrationen speist und 
diese dann steigert (Dizon). Ein bekanntes Beispiel der schnellen 
Gewéhnung des Stoffwechsels an den Alkohol stellt die Tatsache dar, 
daB bei nicht an Alkohol gewéhnten Individuen der Alkohol zunichst 
den N-Umsatz steigert, jedoch schon nach kurzer Zeit eiweiBsparend 
wirkt. 

Angesichts des Verhaltens des R.-Q. nach Alkoholzufuhr wirft 
sich die Frage auf, wieviel Alkohol wihrend der Versuchszeit zur Ver- 
brennung gelangt ist, und ob anzunehmen ist, daB der verabfolgte Alkohol 
wahrend der Beobachtungsdauer von 5 Stunden vollstandig verbrannt 
ist. Diese letztere Annahme kénnte nahe gelegt werden durch das 
Absinken des Blutalkohols auf die normalen Ausgangswerte. Jedoch 
zeigen unsere Kurven, daB der R.-Q. fast niemals auf die Héhe des 
nach Zuckerzufuhr allein gefundenen Ausgangswertes zuriickkehrt. Das 
weist darauf hin, da8 noch der Verbrennung unterliegende Alkoholreste 
im K6rper vorhanden sind. Selbst die Riickkehr des R.-Q. zum Aus- 
gangswerte wirde aber noch nicht eine vollkommene Verbrennung des 
Alkohols erweisen, denn wie aus Kurventafel 2 ersichtlich, stellte 
sich der R.-Q. in der letzten Stunde der reinen Zuckerversuche 
auf ein héheres Niveau ein als am Anfang. Wollen wir daher 
nicht annehmen, da8 der Alkohol im Kérper zu grundlegenden Ver- 
anderungen in der Verbrennung der iibrigen Nahrstoffe gefiihrt hat, 
so bleibt uns nur der Schlu8 iibrig, daB die Verbrennung von Alkohol 
noch weiter geht, trotzdem kein Alkohol im Blute mehr nachgewiesen 
werden kann. 
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In Ubereinstimmung hiermit wiirden die zahlreichen Unter- 
suchungen von Véliz! und Mitarbeitern stehen, die ebenso wie Gréhant 
10 Stunden und mehr nach Alkoholzufuhr noch Alkohol in den Ge- 
weben fanden. Allerdings ist dabei zu beachten, da8B die den Tieren 
zugefihrten Alkoholdosen um das Mehrfache die den Menschen ge- 
gebenen iibertreffen, und da8, wenigstens in den Versuchen von Gréhant, 
auch noch betrachtliche Alkoholmengen im Blute vorhanden waren. 
Gegen unsere Anschauung spricht scheinbar das in Tabelle III wieder- 
gegebene Verhalten, wonach die Alkoholkonzentrationen in Blut und 
Geweben parallel gehen, so daB beim Verschwinden des Alkohols aus 
dem Blute auch die Gewebe alkoholfrei sein miBten. Es ist jedoch 
zu bemerken, daB Gréhant gerade dasjenige Gewebe nicht auf seinen 
Alkoholgehalt untersucht hat, das sich am meisten mit Alkohol an- 
reichert und diesen am langsten zuriickzuhalten vermag, namlich das 
Fettgewebe. So findet Vollmering?, daB der Alkoholgehalt des Fett- 
gewebes noch viele Stunden nach Alkoholzufuhr ansteigt, so daB er 
den Alkoholgehalt des Blutes und simtlicher Organe schlieBlich iiber- 
trifft. Es wire also sehr wohl méglich, daB von diesem Alkoholdepot 
aus allmahlich der Alkohol zur Verbrennung gelangt. Die Abgabe 
des Alkohols aus den Depots miiBte allerdings so langsam geschehen, 
daB eine deutliche Anreicherung des Blutes an Alkohol nicht stattfiinde. 


Berechnet man in der §.277 angegebenen Weise O,-Verbrauch 
und CO,-Bildung wahrend der gesamten Versuchsdauer und bringt 
davon unter der Annahme vollstdéndiger Alkoholverbrennung in Abzug 
die auf den verbrannten Alkohol entfallenden Mengen beider Werte 
(nach Anbringung der nétigen kleinen Korrekturen fiir die mit Atmung 
und Harn wieder ausgeschiedene Alkoholmenge), so errechnen sich 
fiir die Verbrennung der iibrigen organischen Substanzen respiratorische 
Quotienten, die unméglich sind, z. B. ein solcher von 1,25 oder 
gar von 2,9. Das beweist, daB die Annahme, es sei wahrend der 
5 Beobachtungsstunden siamtlicher Alkohol verbrannt, unmédglich 
zutreffen kann. 


5. Alkohol-Zuckerversuche. Spezifisch-dynamische Wirkung. 


Aus O, und R.-Q. haben wir den Energieumsatz wahrend der 
einzelnen Versuchsreihen in der gleichen Art berechnet, wie beim 
Erhaltungsumsatz und bei den reinen Zuckerversuchen. Die Ergebnisse 
zeigt die folgende Tabelle IV. 


1 Véltz, Schriften d. Kénigsberg. Gelehrt. Ges., Naturw. Kl., 2. Jahrg. 
1926, S. 123. 
2 Vollmering, J. D., GieBen 1912. 
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Tabelle IV. 
fae | ier Nightern | Spezifisch-dynam. Wirkung 
| dane” | Vemchosett | “°° | wiStied'der | supetdhceen 
Min. | Liter | Versuchsdauer alorien 
as ee ~~ SE TEE o . -- ee 
27.Vl.|| Zz. | 440 7,11 0,85 | 34,6 3 
29.v—.| ZL. | 428 11,81 0,87 | 57,8 6 
1. VIL.) Fri. H.| 447 4,23 0,82 20,4 2 
8. VII. | Fr. H.| 455 5,76 083 | 27,8 8 
15. VU. | Fr. H.| 466 3,35 | 0,84 16,3 2 
22. VI. || Fri. H.| 452 9,00 | 0,88 44.0 5 
26.VI.|| Bo. | 422 0,80 0,89 4,0 1/5 


Es zeigt sich in allen Versuchen mit einer Ausnahme eine spezifisch- 
dynamische Wirkung, die, wenn sie auch gering ist, doch die Fehler- 
grenzen deutlich tibersteigt. Im Gegensatz dazu war, wie wir oben 
gezeigt hatten, weder durch den Alkohol allein noch durch den Rohr- 
zucker in der Art, wie wir ihn verabfolgten, eine spezifisch-dynamische 
Wirkung nachweisbar gewesen. 

Die Erklarung dieses Verhaltens kann mit Sicherheit nicht ge- 
geben werden. Es ist zur Zeit noch so wenig durchsichtig, wie manche 
anderen analogen Erfahrungen auf dem Gebiete der  spezifisch- 
dynamischen Wirkung der Nahrungsstoffe. Wenn man von der recht 
plausiblen und durch einige Aaltere Versuche gestiitzten Annahme 
ausgeht, daB sowohl der Alkohol als auch der Rohrzucker eine gewisse, 
umsatzsteigernde Wirkung haben, die jedoch durch unsere Methoden 
nicht sicher nachweisbar ist, so kénnte der Fall einer ,,Potenzierung“ 
vorliegen. Solche Potenzierungen sind bekannt z. B. fiir Gemische 
von Aminosauren, so von Glykokoll und Alanin?. 


6. Atemmechanik. 


Eine nur kurze Erwéhnung sei der Atemmechanik unter der Alkohol- 
wirkung gewidmet. Da durch die Verabfolgung von Zucker allein schon 
die Atemmechanik geéndert werden kann, eignen sich nur die reinen 
Alkoholversuche zur Diskussion. Es handelt sich um sechs Versuche. Wie 
aus den Anhangstabellen hervorgeht, ist die Wirkung eine sehr geringe. Nur 
einmal findet sich bei Bo. (13. April 1926) eine Erhéhung von 5,0 auf 
5,7 Liter, die iiber die physiologische Schwankungsbreite von 10% etwas 
herausgeht. Die Ventilationssteigerung trat erst 1 Stunde nach Alkohol- 
gabe ein und hielt 1°/, Stunden an. In allen anderen Versuchen finden 
sich kleinere, innerhalb eines halben Liters liegende Zu- oder Abnahmen. 
Die Frequenz der Atemziige blieb praktisch unveraéndert. Diese Befunde 





1 Weiss und Rapport, Journ. of biol. Chem. 60, 513, 1924. 
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stehen mit den in der Literatur niedergelegten Angaben in vollkommener 
Ubereinstimmung'. 

Immerhin reichen die geringen vorhandenen Anderungen aus, um 
Anderungen der alveolaren CO,-Spannung zu erzeugen. Berechnungen 
hieriiber liegen bis jetzt in der Literatur nicht vor. Diese Berechnungen 
erschienen uns wichtig, da sie einen Riickschlu8 erlauben auf den Erregbar- 
keitszustand des Atemzentrums. Auf diese la8t ja die VentilationsgréBe 
als solche keinen sicheren Schlu8 zu, besonders wenn die Produktion der 
CO,, als des physiologischen Atemreizes, sich andert. Das tritt aber gerade 
unter Wirkung des Alkohols ein, der seines niedrigen R.-Q. wegen ver- 
haltnismaéBig wenig CO, bei seiner Verbrennung entstehen laBt. 

Die Ergebnisse unserer fiir diese Frage in Betracht kommenden Ver- 
suche enthalt folgende kleine Tabelle V. 








Tabelle V. 
Alveolare 
C O.-Spannung 
%o 
el ee I ia as og es i 5,09 
3 Stunden nach Alkoholgabe. . . . | 5,22 
Bo. NG contin a:e a Sane 8 7,06 
| 8 Stunden nach Alkoholgabe . . . | 5,71 
ES Ae ae | 6,26 
| 1 Stunde nach Alkoholgabe .. . . 5,17 
| 4 Stunden , _ So wah wari 6,32 
RE ri al Wow le. 2s 6,15 
| 2 Stunden nach Alkoholgabe . . . 5,87 
Schirl. Is die ected ee: 7,34 
|| 1/, Stunde nach Alkoholgabe . . . 6,49 
\9 >} Serer. eee 6,92 
| 1/, Stunde nach Alkoholgabe .. . 7,95 
| 1 . ® . ab 7,58 


Sie zeigt dreimal an einer Versuchsperson (Bo.) 1 bis 3 Stunden nach 
der Alkoholgabe eine Herabsetzung der alveolaren CO,-Spannung, wahrend 
nach 4 Stunden die Wirkung verschwunden ist. Bei einer zweiten Person 
(Loe.) 14Bt sich in einem Versuche keine Wirkung beobachten. Bei einer 
dritten Person (Schirl.) ist die Wirkung in zwei Versuchen einander ent- 
gegengesetzt. In einem Falle findet sich nach 4% Stunde eine Herabsetzung, 
im zweiten Versuch unter den gleichen Bedingungen nach 4% und 1 Stunde 
eine Erhéhung der alveolaren CO,-Spannung. Es konkurriert wohl eine 
zweifellos bestehende allgemein-narkotische Wirkung mit einem Erregungs- 
reiz des Atemzentrums, wobei einmal die eine, das andere Mal die andere 
Wirkung iiberwiegt. Immerhin ist bemerkenswert, wie trotz der narkotischen 


1 Vgl. besonders die Zusammenfassung bei Wendelstadt in Pfliigers Arch. 
76, 223, 1899. 
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Wirkung, die sich meist im Eintritt eines festen Schlafes wahrend der 
Versuche aéuBerte, die erregende Wirkung auf das Atemzentrum zum Dureh- 
bruch kommen kann. 


7. Wirkung des Alkohols auf die Nierensekretion. 


Eine diuretiseche Wirkung des Alkohols ist oft beschrieben worden. 
Sie ist so groB, daB sie allein durch die Wassermenge, die mit dem Alkohol 
gleichzeitig zugefiihrt wird, nicht zu erkléren ist!. Auch in unseren Ver- 
suchen war in der Mehrzahl der Faille nach der Alkoholzugabe eine Ver- 
mehrung der Urinmenge zu finden, die haufig wesentlich gréBer war als 
die geringen Wassermengen (50 bis 80ccm), die gleichzeitig mit dem Alkohol 
verabfolgt wurden, z. B.: 


Versuch vom 13. Juni 1927 an Bornstein. Keine Nahrung seit 12 Stunden. 











Urinmenge 
Zeit wihrend der Zeit | pro Stunde I Bemerkungen 
—— Sen 
516’ bis 8h43’ | 115 | 33 
843 , 11 25 280 97 || 9h15’ 30g Alkohol 
1125 , 230 | 140 45 
230 , 400 | 58 39 


Die Harnflut ging immer mit einer sehr groBen, prozentualen Ver- 
diinnung des Urins an N und NaCl vor sich, wahrend die ausgeschiedenen 
absoluten Mengen der Substanzen gleich blieben oder sogar kleiner wurden, 
wie folgendes Beispiel zeigt: 


Versuch vom 19. August 1926 an Bornstein auf Muottas Muraigl (2450 m). 























} Urinmenge Stickstoff | NaCl 
. ahrend | Bemer 
Zeit \l Ser Feit pro Std. | Fo | #.pro | 9 | g pro kungen 
Se ei: Nes, on td le Se MOS Oe 
5b5S’ bis 8bi8’ || 311 | 130 | 0,572 | 0,744 | 1,447 | 1,895 
818 , 1035 | 221 97 | 0,631 | 0,612 | 1,333 | 1,290 {Ii 59 ee not 
1035 7 1244 | 448 | 208 | 0,272 | 0,566 || 0,538 | 1,120 ‘| 
1244 , 412 || 160 46 || 0,879 | 0,404 || 0,967 | 0,445 | 


Es handelt sich also lediglich um eine Vermehrung der Wasserdiurese, 
wahrend in der Ausscheidung der festen Substanzen keine Vermehrung 
eintritt. Das ist um so auffallender, als nach den bekannten Versuchen 
von R.O. Neumann eine Ausschwemmung von N durch die vermehrte 
Diurese erwartet werden kénnte. 

Gemeinsam mit Herrn Gremels wollten wir die Wirkung des Alkohols 
auf die Tatigkeit der iiberlebenden Niere beobachten. Wir durchbluteten 


1 Literatur bei Kochmann in Heffters Handb. d. Pharmacol. 1, 327 
bis 329. 
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zu diesem Zwecke eine isolierte Hundeniere, die mittels des Starlingschen 
Herz-Lungenpraéparats durchstrémt war. Nach dem Zusatz des Alkohols, 
der im Hundeblut zuvor verdiinnt war, hérte plétzlich die Sekretion der 
Niere ganz auf. Die Alkoholkonzentration im Blute betrug 0,058%, war 
also so groB, wie in unseren Menschenversuchen. Man wird nach diesem 
Versuch mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit annehmen miissen, daB 
der Angriffspunkt der Alkoholdiurese extrarenal gelegen ist. Auffallend 
ist die starke Giftempfindlichkeit der iiberlebenden Niere, die iibrigens 
anderen diuretisch wirkenden Substanzen gegeniiber (Theobromin, Digi- 
talis usw.) nicht vorhanden ist. 


Zusammenfassung. 


Versuche an 4 Personen ausgefiihrt nach Zufuhr von 25 bis 30 ¢ 
Alkohol per os unter Bestimmung des Alkoholgehaltes des Blutes und 
des Gaswechsels wihrend 5 Stunden ergaben folgendes: 


1. Der Alkoholgehalt steigt innerhalb 4% Stunde auf etwa 0,05 
bis 0,075 %, um sodann allmiahlich zu sinken, so daB das Blut nach 
etwa 4 Stunden wieder alkoholfrei wird. 


2. Der Erhaltungsumsatz wurde durch die verabfolgten Alkohol- 
mengen nicht verandert, d.h. eine sogenannte spezifisch-dynamische 
Wirkung war nicht festzustellen. 


3. Zur Kenntlichmachung der Alkoholwirkung auf den Gaswechsel 
fiihrten wir gréBere Mengen von Kohlehydraten in stiindlichen Gaben 
7 Stunden lang zu und erhéhten dadurch vor der Alkoholdarreichung 
den R.-Q. Nach der Alkoholzufuhr begann der R.-Q. sofort auf ein 
Niveau zu sinken, das er etwa 3 Stunden lang inne hielt, um dann 
langsam wieder anzusteigen. 


4. Trotzdem in diesen 3 Stunden der Alkoholgehalt des Blutes von 
0,06 °% im Mittel auf 0,004 % sank, blieb doch der R.-Q. fast unverandert ; 
oft lag er sogar bei nur noch kleinen Alkoholmengen im Blute niedriger 
als bei héheren. Das bedeutet, daB die Alkoholverbrennung in den 
Geweben in hohem Ma8e unabhangig ist vom Alkoholangebot seitens 
des Blutes. 


5. Trotzdem weder nach Alkoholzufuhr allein, noch allein nach 
Zuckerzufuhr in der von uns verwendeten Form eine _,,spezifisch- 
dynamische Wirkung“ auftrat, war eine solche unter Alkohol +- Zucker- 
zufuhr deutlich, wenn auch nicht sehr stark ausgeprigt. Worauf diese 
,,Potenzierung beruht, ist unsicher. 


Ein zweite Mitteilung wird sich mit den Veranderungen der Alkohol- 
wirkung im Hochgebirge befassen. 


1 §. Gremels Arch. f. exper. Pathol. 1927. 
Biochemische Zeitschrift Band 191. 19 
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Generaltabelle. 
ss |; «| Versuchsbedingungen 
s | Pro | Alkos 
Atem- s | Minut bh - 3 Zuckerzufuhr 
Datum | Zeit “MM ) EF | RA. | comOr | gehalt | Minuten | Gesamt-| rulubr 
=] verte im Blut nach | Zuckers 
| Min. deel 3 beascht erster | mengen | Minuten 
_abgelesen | | mg-/o Zufuhr | 8 | nach 30g 
Schirlitz. 
6. IIL. | 9n39" | 5,16 13 | 0,753 | 2643 
9 55 | 5,08 14 | 0,791 | 249.6 
|} 10 48 | 5,45 16 | 0,737 | 242.4 25 
| 11 05 | 545 15 | 0,750| 248.5 47 
12 10 | 5,27 13 | 0,783 | 2464 112 
1 05 | 5,37 14 | 0,758 | 254,4 167 
9.1. | 818 | 5,23 | 14 | 0,798 | 235,4 
| 8 86) 4,91 14 | 0,779 | 227,8 
| 9 57 | 4,97 16 | 0,752 | 238.8 30 
| 10 26 | 4,89 14 | 0,778 | 249,5 59 
| 11 26 | 4,90 14 | 0,796 | 226,5 119 
| 12 89 | 4,80 14 | 0,760 | 246,9 192 
Bornstein 


13. IV. | 8h88’ 5,16 12 | 0,888| 242,0 














851 | 492 12 | 0,895 | 2262 
938 | 548 12 | 0,791) 248,4 | 28 
959 | 548 10 | 0,814 | 257,9 | 44 
10 13 | 5,638 | 13 | 0,796 | 257.9 | 58 
11 14| 5,65 12 | 0,800! 249.7 | 119 
1158 | 5,75 12 | 0,778) 265,8 | 163 
125 | 5,26 | 13 | 0,780) 239,9 250 
22.IV.| 8 388 | 5,99 12 | 0,884) 262.6 
| 855 | 5,89 | 12 | 0,871 | 2681 | 0,012) 
959 | 6,00 | 12 | 0,813 | 262,6 | 0,055 | | 27 
1029 640 | 12 | 0,799) 271,7 | 0,075 || | 7 
1125 | 5,76 | 18 | 0,785| 2624 | 0,062 | | 118 
12 27 | 5,72 | 12 | 0,788) 266,7 | 0,018 | | 175 
132 | 528 | 12 | 0,812| 242.3 | 0,025 | | 240 
230| 571 11 | 0,854| 241,8 | 0,014 | | 298 
330 | 544 10 | 0,797 | 255,2 | 0,016 | | 858 
19. VII.| 8 16 | 6,526 | 11 | 0,912 276,4 | | vorher 
8 26 | 6,700 | 11 | 0,930 | 280,2 | _ 
923 7215 | 12 |0,982| 2695 | 50 | 2 
10 27 | 6,505 | 14 | 0,000| 258,0 | 0,001) 140 | 50 | 
11 08 | 6,737 | 12 | 0,853 2622 (0,057) 115 | 7 | 27 
| 11 89 | 6,750 | 15 | 0,802) 268,7 | 0,043) 186 75 | 54 
12 85 | 6711 | 15 | 0,765 | 28,5 | 0,019) 242 | 100 | 110 
133 | 6,962 | 14 | 0,784) 301,9 | 0,007) 300 | 125 | 168 
281 | 7,686 | 14 | 0,901 | 285,6 | 0,008) 358 | 150 | 226 
| 884] 6822 | 18 | 0,920! 247,38 | 0,001| 421 | 175 | 289 
26.VII.| 8 48 | 6271 | 11 | 0,896 | 273,9 | vorher | 
| 858 | 6400 | 11 | 0,909 278,2 
10 02 | 6,500 | 12 | 0,916 | 273.1 2 | 25 | 
10 46 | 7,029 | 13 | 0,958 284,3 | 0,000 106 | BO | 
11 31 | 6464 | 12 | 0,846) 267.2 | 0,036) 151 | 75 | 26 
1203 | 6350 | 11 | 0840! 274.7 |0,044| 188 | 75 | 88 
1255 6,962 11 | 0,866 284.0 0,017) 235 | 100 | 110 
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tb 


2 


20. VII. | 


Datum Zeit 


1 12 
2 10 
3 08 


827’ 
8 36 
9 40 
10 20 
11 18 
12 15 
1 18 
2 10 
8 36 
8 46 


~ 
< 


7. VIL. | 


! 


8 56 


10 00 
| 10 57 
11 46 
12 14 
| 115 


1. VIL. | 


Atem:s 
volumen 


Min./Liter 





| 
| 





| Atemfrequenz 


na 


6,662 
6,300 
6,663 
5,965 
6,111 
6,323 
6,618 


6,724 . 


6,191 
6,743 


12 
11 
12 
il 
11 
10 
14 
13 
11 
12 


| 


Versuchsbedingungen 
. | 
ones ‘hol Zuckerzufuhr | ated, 
RQ. | com O2 | gehalt || Minuten Gesamt- zufubr 
vers im Blut “‘nach | Zuckers 
bene erster | mengen | Minuten 
| mg-%Jo | Zufuhr g nach 30g 
Bornstein. 
0,767 | 299,1 | 0,001 301 125 | 176 
| 0,844 2665 [0,000 355 150 | 230 
0,935 | 257,0 | 0,000 , 422 175 | 297 
| 0,821 | 280,7 | vorher 
| 0,846 | 281,4 | m2 
| 0,874 | 278,9 122 50 
0,924  266,6 230 100 | 
| 0,917 | 269,1 301 125 | 
0,910 , 250,4 8359 150 | 
| 0,946 | 278,2 417 175 
Loewy. 
0,899 | 193,3 
| 0,923 | 190,3 | 0,004 
| 0,791 | 196,5 | 0,037 24 
| 0,759 | 194.3 | 0,041 64 
| 0,822 188.2 | 0,013 122 
0,787 | 180,9 | 0,016 179 
| 0,780 | 190,7 0,006 242 
, 0,811 | 193,1 | 0,003 294 
0,840 | 186.5 vorher 
0,843 | 189,4 ‘ 
0,883 | 178,8 ° 
0,902 | 191,8 60 25 
| 0,908 | 190,6 | 0,000, 117 | 50 
0,817 207,5 | 0,075 166 75 26 
0, 819 210, 2 | 0,053 194 75 54 
0,816 210.7 | 0,027 | 255 | 100 115 
, 0,780 | 214,0 | 0,0045) 820 | 125 180 
0,826 | 212'8 | 0,004 373 150 233 
0,948 | 186, 9 10, ‘004 440 175 300 
| 0,875 175. 8 | vorher 
0,886 179,28 | - 
0,941 215,12 | 65 25 
0, 963 | 202.4 | 0,003 118 50 
1 0 838 | | 211 6 | 0,073 160 75 25 
0, 777 | | 907° 1 |0,066) 189 75 54 
| 0, ‘827 | 217, 7 10,029 , 249 100 | 114 
0 778 | 208, 0 (0,005 . 316 125 | 181 
| 0,866 | | 208, 1 | 0,001 368 150 233 
0,898 | 197.9 -'0,000 428 175 293 
Fri. Heyer. 
| 0,803 | 187,4 vorher 
9 B06 | 186, 16 i » 
4 180,1 } 62 25 
Ry 921 | 189, 9 118 50 
0, '827 | 199,4 178 75 27 
| 0, 829 | 208,1 216 75 65 
' 0,854 | 195,2 268 100 117 
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ms | Versuchsbedingungen 
§ Pro Alko: | ] 
Atem- 3 - Zuckerzufuhr | 
Detem | zeit | ™™"| F | pic. | com Os| gehett I'm ———TGeccmnr| Atkohol 
ie | vers im Blut “na ch | Zuckers 
| Min./Liter| 3 braucht erster | Mengen | Minuten 
‘abgelesen | mg+9/, | Zufubr g nach 25g 
Fri. Heyer. 
1. VIL. | 229’) 4,691 | 16 | 0,818 | 2086 334 | 125 183 
| 323 | 4,686 | 15 | 0,867) 205,6 388 | 150 287 
| 422/ 46388 | 13 0,872! 2042 | 447 | 175 296 
8. VIL.| 8 28} 3,850 | 13 | 0,765 | 188,6 || vorher | 
| 841 | 3,677 | 12 | 0,816) 177,0 ‘ | 
| 948 | 4,510 | 13 | 0,903 | 179,3 63 25 
10 44 | 4,648 | 11 | 0,977. 185,7 119 50 
11 50 | 5,060 | 15 = 0,861 | 210,38 18 | 75 27 
/12 26 | 5,095 | 16 | 0,824 216,2 | 221 | 75 63 
| 120] 4,473 | 15 | 0,828! 190,0 | 275 | 100 117 
222) 4,740 | 15 | 0,820) 2023 | 337 | 125 179 
343 4,710 | 15 | 0,888 2026 418 | 150 | 250 
| 420] 4819 | 14 | 0,899 199,2 | | 455 | 175 | 297 
15. VII.| 8 40 | 4209 14 (0,806 183.5 | vorher | 
| 852| 4300 | 14 | 0,835 | 1834 Pimy | 
/10 47 | 5,316 | 18 | 0,939; 185,0 | 0,001) 112 | 50 
(12 06 | 5,253 | 15,5 0,846 | 192,7 | 0,043! 191 75 24 
/12 44} 5,611 | 17 | 0,822 199,6 | 0,054|| 229 | 75 62 
| 157 | 4,667 | 16 | 0,805 177,1 | 0,088) 302 | 100 135 
255 | 5,478 | 15 | 0,843 205,7 | 0,024|| 360 | 125 | 198 
3.50 | 5,358 | 15 0,862 198,1 | 0,008] 415 | 150 | 248 
| 441 5,482 | 15 | 0,923 204,0 | 0,002|) 466 175 | 299 
22. VIL.) 8 35) 4,245 | 18 | 0,895) 169,5 || vorher | 
8 47 | 4,127 | 18 | 0,884 166,3 , - 
| 942 | 5,030 | 18 | 1,951) 1791 | 52 25 
/10 51 | 4,880 | 11 | 0,956 | 200,2 | 0,001 121 50 | 
(11 42 | 4,740 | 14 | 0,857 | 199,7 | 0,061 172 75 28 
/12 15 4,285 | 15 | 0,802) 1882 | 0,068 295 | 75 61 
114 | 4,042 15 | 0,789 1723 | 0,047 264 | 100 120 
225 4,391 | 12 0,833 197,7 | 0,024 385 | 125 191 
3 23 | 4,680 | 13° | 0,839 25,3 | 0,008 393 150 249 
| 422) 4,518 | 12 0,924) 1826 | 0,008 452 175 308 
30.IX. | 8 42 | 3,835 | 13 0,818 | 179,7 vorher | 
8 53 3,718 | 13 | 0,810) 1785 a | 
959 | 4684 | 13 | 0,994) 185,7 56 25 
1056 4,390 | 12 | 0,892! 181,38 122 50 
(1154 4533 13 | 0,964) 181,6 180 75 
1256 4600 | 12 | 0,967) 182,38 242 100 
157 | 4,560 12 | 0,979) 179,6 303 125 
254) 4540 | 12 |-1,085) 171,5 360 150 
357 | 4490 | 12 | 0,982) 1762 423 175 
4.X. | 8 36) 3500 | 12 |0,817! 1788 vorher 
| 846) 3541 | 12 | 0,841) 1838 " 
948 4154 12 | 0,988) 1845 61 25 
/10 48 | 3680 13 | 0,924 177,8 121 50 | 
11 50 | 4,088 | 14 | 0,974 180,4 183 75 | 
12 48 | 4,026 | 14 | 0,987 178,0 241 100 
151 4,320 14 | 1,045 179,9 304 125 


254 4112 18 | 1050 1743 367, 150 
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Untersuchungen iiber den jEinflu6 von Keimdriisenpriparaten 
auf den Stoffwechsel geschlechtsnormaler Tiere, beobachtet 
am Harnquotienten C:N. 


Von 


Fritz Gleichmann. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1927.) 


DaB die Keimdriisen einen zweifellosen EinfluB auf den Stoff- 
wechsel haben, nimlich Steigerung desselben bewirken, desgleichen 
die aus ihnen hergestellten organtherapeutischen Praparate, geht aus 
zahlreichen Beobachtungen hervor [(1) bis (10)]. Trotzdem fehlt es 
nicht an vereinzelten Gegenstimmen, die eine Stoffwechselwirkung 
nicht beobachteten, so z. B. Liithje(11). Das braucht jedoch nicht 
gegen eine tatsichliche Wirkung zu sprechen, da ja z. B. auch nur etwa 
bei 50 % aller Frauen im Klimakterium sich der Ausfall der Keimdriisen 
durch eine Oxydationsverminderung bemerkbar macht. Es liegt mir 
fern, eine umfassende Darstellung der Frage zu geben, sondern ich will 
nur in aller Kiirze die zurzeit noch schwebenden Probleme streifen. 

Heute noch stark umstritten ist, ob die Keimdriisen und die daraus 
hergestellten Priparate nur auf den Kohlehydrat- und Fettumsatz 
wirken, oder auch, ahnlich der Thyreoidea, den Eiwei8stoffwechsel mit 
einbeziehen. 

Gegen eine Beteiligung des EiweiBes am Umsatz sprechen sich unter 
anderen Loewy und Richter (12) aus, die annehmen, da8 die Erhéhung der 
N-Ausfuhr bei Fiitterung von Keimdriisensubstanz lediglich der N-Mehr- 
zufuhr parallel geht. Auf ahnlichem Standpunkt steht Biedl (6), wenn er 
auch die Frage in seinem Referat vom StoffwechselkongreB (6) 1925 neuer- 
dings zum mindesten offen laBt. Desgleichen spricht sich unter anderen 
Thumin (13) gegen eine EiweiBbeteiligung aus, da er bei einem kastrierten 
Patienten sogar Stickstoffansatz wahrend taglicher Verabreichung von 
15 Oophorintabletten beobachtete. Zu bemerken ist dazu, daB dies ein 
einzelner Versuch ist, und da8 15 Tabletten fiir einen Erwachsenen zur 
Erzielung einer deutlich einwandfreien Wirkung keine groBe Dosis sind. 
Ferner kann, wie auch aus meinen Versuchen (s. unten) hervorgeht, leicht 
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durch sekundiére Griinde eine Verdeckung der Wirkung stattfinden, die 
sogar zu einer N-Retention fiihren kann. 

Fir eine Beteiligung des EiweiSstoffwechsels in steigerndem Sinne 
spricht sich unter anderen Senator (14) aus. Er fand nach Oophoringaben 
in einigen pathologischen Fallen Erhéhung der N-Ausfuhr; sodann Neumann 
und Vos (51). Sie beobachteten bei einer kastrierten Hiindin, daB wahrend 
der Tage der Ovarienmedikation eine deutliche Steigerung der N-Ausfuhr 
gegeniiber der N-Einfuhr statthatte. Dasselbe fanden sie bei geschlechts- 
reifen normalen Tieren (s. unten). In letzter Zeit sprachen sich ebenfalls 
fiir eine Beteiligung des EiweiSstoffwechsels G. N. Bogoslowski und W. G. 
Korentschewski (16) aus. Sie injizierten in acht Versuchen an fiinf Hunden 
nach zwei- bis dreitagiger Vorperiode wahrend einer zweitagigen Haupt- 
periode je 10 ccm einer Driisenemulsion, die aus 5g Driisensubstanz im 
Augenblick zuvor getéteter Hunde gewonnen war. Sie fanden eine Steigerung 
vor allem des EiweiBstoffwechsels bis zu 18%, wobei sie noch einen Syn- 
ergismus bei gleichzeitiger Zufuhr von Prostatasubstanz feststellten. Eine 
eintaégige Nachperiode schloB die Versuche ab. Wada (17) fand bei einem 
weiblichen geschlechtsgesunden Kaninchen auf subkutane Injektion 
einer von frischen Ovarien gewonnenen Fettfraktion (s. unten) ebenfalls 
eine deutliche Steigerung der N-Ausfuhr. Bei diesen Versuchen Korent- 
schewskis und Wadas 1|a4Bt sich immerhin einwenden, da8 allein der Reiz 
der parenteral zugefiihrten artfremden Stoffe geniige, um eine gesteigerte 
N-Ausfuhr hervorzurufen. Dies ist méglich, mir aber unwahrscheinlich, 
da auBerdem die Injektion bei dem miannlichen Wadaschen Kaninchen 
ohne Einflu8 auf den Umsatz N-haltiger Stoffe blieb. 

Gleichfalls umstritten ist die Frage, ob die Keimdriisenzufuhr 
nicht nur auf Tiere mit gestérter Geschlechtsfunktion, sondern schon 
auf normale, geschlechtsgesunde Tiere von Einflu8 ist, sowohl nur 
hinsichtlich des Kohlehydrat-Fettstoffwechsels wie auch einbeziiglich 
des EiweiBumsatzes. 

Richter und Loewy (12) verneinen eine Erhéhung des Ruhegaswechsels 
beim gesunden Tiere. Allerdings l48t sich aus dem Gaswechsel allein nicht 
auf eine tatsachlich doch stattfindende Anderung der Stoffwechsellage 
schlieSen. Sie fordern als Ideal einer Substitutionstherapie, daB sie beim 
gesunden Individuum ohne Wirkung sei. 

Fir die Wirkung auch auf geschlechtsreife Individuen sprechen unter 
anderen die Versuche von Neumann und Vos (s. oben), die bei zwei ge- 
schlechtsgesunden Tieren nach Ovariengabe eine ma&Bige Steigerung der 
N-Ausfuhr fanden gegeniiber der N-Einfuhr, und anderes mehr. 

Wirkt der Ovarienstoff auch auf mannliche Individuen und um- 
gekehrt Hoden auch auf weibliche, und wo ist ihr Angriffspunkt und 
ihre Bildungsstitte ¢ 

Loewy und Richter beobachteten bei Fiitterung von Ovariensubstanz 
sowohl bei weiblichen wie bei mannlichen Tieren eine Stoffwechselsteigerung 
im Gaswechselversuch; dagegen war die Hodensubstanz nur auf mannliche 
Tiere von Einflu8. Im allgemeinen scheint die Hodensubstanz durchweg 
in der Wirkung etwas schwacher zu sein; zudem sind die Praéparate nicht 
immer gleich hinsichtlich ihrer Giite. Eine bestimmt umschreibbare, 
spezifische, wenn auch heute noch nicht hinsichtlich ihrer Zusammen- 
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setzung bekannte einheitliche Substanz mu8 der Stoffwechselwirkung 
zugrunde liegen, wie aus der Austauschbarkeit der Keimdriisenstoffe vom 
Menschen auf das Tier und vom Tier auf den Menschen, sowie aus der 
Beeinflussung mannlicher Tiere durch weibliche Driisenstoffe und um- 
gekehrt hervorgeht. — Anatomisch scheint dieser Stoff nach den neueren 
Untersuchungen von B. Zondek und S. Aschheim wenigstens bei den Ovarien 
geklart zu sein (18). Dagegen ist die Bildungsstatte des Hormons im Hoden 
noch sehr umstritten, ob in den Zwischenzellen oder im generativen 
Apparat. — Wo diese Stoffe ferner angreifen bei der Beeinflussung des 
Stoffwechseis, ob an den nervésen Endorganen, oder zentral, ob durch 
Elektrolytlageninderung, durch Angriff an anderen innersekretorischen 
Organen (zum Beispiel Thyreoidea, Hypophyse) oder lediglich durch Ver- 
schiebung des innersekretorischen Gleichgewichts oder durch direkten 
Angriff an der einzelnen Zelle, ist eine sehr wenig eindeutig zu beant- 
wortende Frage. Wahrscheinlich wird auch hier der Angriffspunkt an 
verschiedenen Stellen gemeinsam oder abwechselnd zu suchen sein. 


Bevor ich zu den Ergebnissen meiner Versuche komme, seien 
noch etliche Worte iiber den Harnquotienten C: N und die Methodik 
gesagt. Der Harnquotient gibt bekanntlich eine Ubersicht iiber das 
Verhiltnis des C-Umsatzes, soweit dieser als dysoxydabler Harn-C 
zur Ausscheidung gelangt, zum gesamten N-Umsatz. Das Wesen dieses 
Verhiltnisses liegt in seiner ungefahren Konstanz, im Durchschnitt 
mehrtagiger Versuchsperioden beim Menschen, wie bei den verschiedenen 
Tierfamilien und im besonderen bei jedem einzelnen Individuum, 
sofern die Nahrung die gleiche ist hinsichtlich des Verhaltnisses ihrer 
Zusammensetzung. Dabei sind die absoluten Mengen der verzehrten 
Nahrung insoweit belanglos, als nicht dadurch eine Unterernihrung 
oder Hunger zustande kommt bzw. nicht ein zu starker Gewichts- 
ansatz. Alles Nihere ist bei Bickel und Kauffmann-Cosla (19) in dem 
Aufsatz ,,Zur pathologischen Physiologie und Klinik der dysoxydativen 
Carbonurie“ zu finden, sowie in einem Vortrag von Bickel (20). Aber 
zwei Punkte méchte ich noch kurz beriihren, nimlich das Verhalten 
des Quotienten bei Unterernihrung mit Gewichtsverlust, sowie sein 
Verhalten bei Uberernahrung mit Gewichtsansatz. Bei Unterernahrung 
mit absolutem Hunger findet in der Regel bei Kaninchen und Pflanzen- 
fressern Quotientsenkung [Rubner (21)] statt. Sie ist im wesentlichen 
bedingt durch eine Abnahme des dysoxydablen Harn-C (s. Kaninchen II), 
bei annahernd konstantem oder nur maBig gesenktem N. Erst praemortal 
findet eine Steigerung der N-Ausfuhr statt, deren zeitlicher Eintritt 
vom jeweiligen Fettpolster des Tieres abhingt. Dagegen beobachtet 
man bei Uberernahrung mit gleichzeitigem starkeren Gewichtsansatz 
beim Pflanzenfresser eine Quotienterhéhung, erzeugt bei Steigerung 
oder Gleichbleiben der dysoxydablen C-Werte durch Abnahme der 
N-Werte (N-Retention, EiweiBansatz, ,,Wachstumsquotient“) s. unter 
anderen Kaninchen III (mannlich). 
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Zur Methodik. Die Tiere befanden sich im Stoffwechselkafig und hatten 
durchweg eine fiinf- oder mehrtaégige Vorperiode, an die sich eine Haupt- 
periode und Nachperiode von etwa gleicher Dauer anschlossen. Als Futter 
erhielten die Tiere Runkelriiben, vom 2. Juli 1926 ab frische Mohrriiben, alles 
jeweils in einer solchen Menge, daB am folgenden Tage vom Vortage immer 
noch ein geringer Futterrest vorhanden war. In den Hauptperioden be- 
kamen sie taéglich drei Tabletten Oophorin bzw. drei bis fiinf Tabletten 
Testiphorin, die nach vorheriger Zerkleinerung im Mérser den Tieren unter 
Zufiigung von etwa 30ccm Wasser durch die Schlundsonde verabreicht 
wurden. Der Stickstoff ward nach Kjeldahl, der C nach der in der Arbeit 
von Gomez (22) angegebenen Methode bestimmt. Samtliche Analysen 
wurden doppelt ausgefiihrt. Das Oophorin und Testiphorin war von Freund 
und Redlich (Kahlbaum) bezogen worden. 


Zuniachst betrachten wir den EinfluB des weiblichen Keimdriisen- 
stoffes (Oophorin-Kahlbawm). Bereits Wada(17) hatte bei einem 
weiblichen geschlechtsnormalen Kaninchen eine Quotientsenkung beob- 
achtet auf subkutane Einverleibung eines dem Oophorin entsprechenden 
Ovarienspritzpraparates! (s. oben). Die Wirkung beruhte auf Zunahme 
der absoluten N-Ausfuhr bei gleichzeitig geringem Sinken der absoluten 
C-Ausfuhr. (Dabei scheint die C-Abnahme nach meiner Ansicht vor 
allem eine Folge der geringen Kérpergewichtsverminderung zu sein.) 
Dagegen blieb dasselbe Priparat bei einem miannlichen Tier ohne 
Einflu8. Wada schloB daraus auf eine Verbesserung der Oxydationen 
im intermediaren Stoffwechsel. 


Ich untersuchte durchweg den EinfluB peroraler Oophoringabe, 
zunachst an zwei normalen weiblichen Kaninchen, da die orale Zufuhr 
die gebrauchliche therapeutische Anwendungsart des Praparates ist. 


Kaninchen II (weiblich) zeigt wahrend der Hauptperiode Quotient- 
senkung, die wesentlich auf der Erhéhung der N-Ausfuhr beruht, 
deren Héhe in der Nachperiode wieder stark zuriickgeht (ahnlich dem 
weiblichen Wadaschen Tier). Dabei sinkt die C-Ausscheidung ungefihr 
parallel dem Gewichtsverlust des Tieres (s. oben 8. 295). Um 
gleich vorweg den Einwand zu entkriften, die Mehrausscheidung an N 
sei lediglich auf die Mehrzufuhr an in dem Priaparat enthaltenen N 
zurickzufiihren, wurde spater ein Kontrolltier, Kaninchen XI, angesetzt, 
das taglich eine Mehrzufuhr an Stickstoff erhielt, die dem Durchschnitts- 
gehalt von drei Oophorintabletten entsprach?. 


1 Das ,,Oophorin-Lipoid“ stellt eine Fettfraktion der Ovarien dar, in 
denen nach Allen, Doisy und Johnston die besonders wirksamen Stoffe 
enthalten sind, waihrend das Oophorin ein Trockenpréparat der peinlich 
praparierten, lebensfrischen Eierstécke ist. 

2 Eine Oophorintablette hatte einen Durchschnittsgehalt von 0,1427g N, 
drei Tabletten also 0,4281 g N. Eine Testiphorintablette enthielt 0,0497 g N 
im Durchschnitt, drei bis fiinf Tabletten also 0,1491 bis 0,2485 g N. 
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Das Kontrolltier erhielt zu diesem Zweck annahernd quantitativ 
2,5g getrockneten Pferdefleisches mit durchschnittlich 0,490 g N. 
Das Fleisch war vor der Trocknung mit destilliertem Wasser gekocht 
und wurde getrocknet — nach Zerreibung im Mérser — dem Tier in 
obiger Art mit der Schlundsonde bzw. mit dem Mauleisen verabreicht. 
Dabei blieb die N-Ausscheidung im Harn auf etwa gleicher Héhe mit 
der Vorperiode (das Sinken um etwa 4% liegt innerhalb der Fehler- 
grenzen), wahrend die C-Ausscheidung gleich blieb, ebenso praktisch 
auch der Quotient. Also ist die Mehrausscheidung an N bei Kaninchen IT 
(weiblich) und allen spiteren Tieren anscheinend nicht ein Ergebnis 
der Mehrzufuhr, sondern kann nur durch starkere Beteiligung der 
stickstoffhaltigen Stoffe am Umsatz infolge der Keimdriisenpriaparate 
zu beziehen sein. 

Bei dem miannlichen Kaninchen IV trat ebenfalls eine Quotient- 
senkung zutage (bei taglicher Gabe von drei Tabletten Oophorin). In 
der Nachperiode deutlicher Riickanstieg. Die Senkung in der Haupt- 
periode ist durch N-Mehrausscheidung bei gleichzeitig geringer C- 
Abnahme hervorgerufen. Die C-Abnahme erstreckt sich auch auf die 
Nachperiode und ist mit leichter Kérpergewichtsverminderung ver- 
kniipft, welche vielleicht Folge einer gleichzeitigen Unterernihrung 
ist, bei der (s. S. 295 und 296) eine Verringerung der absoluten C-Aus- 
scheidung meist mit Gleichbleiben oder geringerem Fallen der N-Werte 
verbunden ist. Wiahrend bei unserem Tier gerade die N-Ausscheidung 
in der Hauptperiode steigt, also anscheinend als Wirkung des Keim- 
driisenstoffes zu betrachten ist. Wieweit ferner die Senkung der C-Werte 
in der Hauptperiode nur auf Hunger bzw. auf eine etwaige Mehr- 
oxydierung von Kohlehydraten und Fetten durch den Keimdriisenstoff 
zurickzufiihren ist, laBt sich hier, sowie in den spiteren Fallen nicht 
entnehmen, zumal auBerdem vermehrte EiweiSendprodukte noch an 
ihrem Teil zu einer Verschleierung der Verhiltnisse beitragen kénnen. 
Jedenfalls ist aber die Keimdriisenzufuhr viel zu gering und zu kurz- 
wahrend, um ihrerseits einen sicher meBbaren Kérpergewichtsabfall 
der Versuchstiere zu bewirken; und zum anderen konnten ja auch die 
Tiere in simtlichen Versuchen beliebig viel fressen. 

Betrachten wir nun Kaninchen III (miannlich), einen ebenfalls 
mit Oophorin behandelten Bock, so ist zu bemerken, daB dieses Tier 
bereits genau 8 Tage zuvor eine 6tagige Testiphorinfiitterung hinter 
sich hatte (s. unten). Es ist als einziges Tier zu einem Doppelversuch 
verwandt worden. Daher war es in seiner Stoffwechsellage bereits 
bekannt. Um so mehr versetzte es in Erstaunen, als das Tier in der 
Hauptperiode statt mit einer Quotientsenkung mit einer Quotient- 
erhéhung antwortete. Dasselbe war bei dem gleichzeitig im Versuche 
befindlichen Kaninchen VI (mannlich, Testiphorin) der Fall. Die Er- 
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héhung hielt noch in der Nachperiode an und wurde durch Senkung 
der N-Ausfuhr bei gleichzeitig stetig zunehmender betrichtlicher 
Steigerung der C-Ausfuhr verursacht. Aus einem Kontrollversuche 
ging hervor, daB der Grund der plétzlichen Quotienterhéhung in dem 
Ubergang der Fiitterung von vorjahrigen zu frischen Mohrriiben lag, 
der am 2. Juli aus anderweitigen technischen Griinden vor sich gehen 
muBte, da dem Institut die Beschaffung frischer Mohrriiben zuvor 
unméglich war. Die Stérung war also starker, als daB sie durch Oophorin 
und bei Kaninchen VI durch Testiphorin sichtbar beeinflu8t worden 
ware. Eine Erklarung zur Erhéhung liegt in der besseren, reichlicheren 
Nahrungsaufnahme der Tiere und anschlieBender Kérpergewichts- 
zunahme. Der ganze Stoffumsatz ist belebt, N wird wohl retiniert, er 
sinkt jedenfalls im Harn, und infolge der Uberernahrung mit Kohle- 
hydraten wird trotz vielleicht insgesamt quantitativ gesteigerter Oxy- 
dation, doch die Giite der Oxydation herabgesetzt, die C-Ausscheidung 
im Harn steigt. Das beobachteten Rubner, Heubner, van Ordt, Langstein, 
Steinitz u. a. [zit. nach (19)]. Sie fanden, daB beim gesunden Brust. 
kinde in hervorragender Weise von der Erhéhung oder Erniedrigung des 
in der Nahrung enthaltenen C-Gehaltes die Lage des Harnquotienten 
abhingig war, wobei nicht ersichtlich ist, wieweit die absoluten 
Mengen der C-Ausscheidung beteiligt sind, und ob sie itiberhaupt ver- 
andert sind. Rubner fand die Quotientsteigerung bei vornehmlicher 
Kohlehydraternihrung sowohl beim Menschen wie in Tierversuchen. 

Wir kommen jetzt zu den Testiphorinversuchen und betrachten 
zunichst die Wirkung auf minnliche Tiere. 


Kaninchen V (mannlich) 1a8t deutliche Quotientsenkung erkennen. 
Sie ist diesmal nicht durch eine Steigerung der N-Ausfuhr im Harn 
hervorgerufen — der N bleibt in der Hauptperiode véllig unbeeinfluBt, 
sinkt spaiter ein wenig in der Nachperiode —, sondern durch eine be- 
trichtliche Senkung der C-Ausscheidung, die aber in der Nachperiode 
wieder etwas ansteigt. Die vor allem auf die Vorperiode im wesentlichen 
beschrinkte Gewichtsabnahme des Tieres miiBte eher eine Beschrankung 
der C-Ausfuhr (Rubner) nach sich ziehen, also in unserem Falle der 
C-Wert der Vorperiode niedriger sein, als der der Hauptperiode. Es 
liegt also hier anscheinend eine verstarkte Oxydation vor allem der 
C-reichen, N-freien Substanzen vor. 

Kaninchen VI (mannlich) bot wieder die eigentiimliche Quotient- 
erhéhung infolge des frischen Futters (s. oben), die trotz der Testiphorin- 
medikation stattfand. 

Bei Kaninchen VII, ebenfalls einem Bock, sank in den ersten 
4 Tagen der Vorperiode das Kérpergewicht von 2800 g auf 2530 g. Ich 
méchte daher nur die letzten.4 Tage der Vorperiode verwerten. Zu 
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bemerken ist, daS der Quotient nur um ein geringes in der Haupt- 
periode sinkt, um in der Nachperiode betrichtlich zu steigen. Die 
Tieflage in der Vorperiode erfolgt wohl im wesentlichen durch starkere 
Oxydation des C-Materials infolge der Unterernihrung. In der Haupt- 
periode steigt unter der Testiphoringabe der Harn-N wesentlich an, 
desgleichen auch etwas der Harn-C bei verbesserter Ernahrungslage, 
wobei es unsicher ist, ob die Erhéhung im wesentlichen auf Steigerung 
der C-haltigen Abbauprodukte des EiweiBes zuriickzufiihren ist oder 
auf die verbesserte Ernihrungslage. In der Nachperiode sinkt der C 
auf die ungefihre Héhe der Vorperiode unter gleichzeitigem starken 
Sinken der N-Ausscheidung. Also auch hier wihrend der Testiphorin- 
gaben deutliche N-Mehrausscheidung, wahrend die C-Ausscheidung 
etwas steigt, ihre Ursachen nicht einwandfrei zu iiberblicken sind. 

Betrachten wir noch das junge minnliche Kaninchen X, bei dem 
noch kein descensus testiculorum wahrzunehmen war! Es findet in 
der Hauptperiode unter Testiphorinzufuhr eine deutliche geringe 
Quotientsenkung statt, die auf einer starkeren N-Ausfuhr beruht, aber 
durch ein gleichzeitiges Steigen der C-Werte nicht so offensichtlich 
zum Ausdruck kommt. [Es ist nicht nétig, daB bei erhéhter N-Aus- 
scheidung wahrend der Verabreichung der Keimdriisenstoffe die Tiere 
eine deutliche Gewichtsabnahme zeigen miissen (s. oben), da der EinfluB 
zu gering und kurzdauernd ist und zum anderen die Tiere in simtlichen 
Versuchen beliebig viel fressen konnten.] 

Zum SchluB gab ich noch zwei weiblichen Tieren Testiphorin. Das 
eine Kaninchen, Tier VIII, hatte seit dem 2. Juli, also schon 2 Tage vor 
der Vorperiode, frisches Riibenfutter erhalten (s. oben). Die Folge ist ein 
wiahrend der Vorperiode, sowie an dem ersten Tage der Hauptperiode 
noch hochgelegener Quotient, der aber wahrend der Testiphoringaben 
in der Hauptperiode rasch sinkt infolge starken Anstieges der N-Ausfuhr 
unter gleichzeitig maiBigem Anstieg der C-Werte. In der Nachperiode 
entspricht im wesentlichen die Lage des Quotienten der der Haupt- 
periode. Es ist leider nicht mit Bestimmtheit einwandfrei ersichtlich, 
inwieweit die Senkung des Quotienten auf Rechnung eines natiirlichen 
Abfalles wegen der Gewéhnung an das Futter zu setzen ist, inwieweit 
auf die Testiphorinzufuhr. Doch ist zu bemerken, daB 1. der Quotient 
plétzlich mit Einsetzen der Testiphoringaben sinkt und dann ungefihr 
gleiche Lage behilt, 2. daB bei den anderen Tieren die Quotienterhéhung 
durchschnittlich 14 bis 15 Tage nach Beginn der frischen Fiitterung 
anhielt, waihrend bei diesem Tier der Abfall plétzlich am elften Tage 
mit Beginn der Testiphoringabe ungefahr zusammen fallt. Einer solchen 
Auslegung entspricht auch die véllig gleiche Lage der Quotient- und 
absoluten C- und N-Werte der Nachperiode, gegeniiber der Haupt- 
periode. Man mu8 annehmen, da in diesem Falle die Quotientsenkung 
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der Hauptperiode infolge der relativen Hochlage des Quotienten der 
Vorperiode nicht so zum Ausdruck kommen konnte. Was das Steigen 
des Kérpergewichts anbelangt, so ist die Lage ungefihr die wie beim 
wachsenden, vorziiglich und reichlich mit Kohlehydrat genahrten 
Saugling (s. oben); relativ starke Ausscheidung von dysoxydablem C, 
da eine Oxydation bis zu den letzten Abbaustufen der Kohlehydrate 
nicht stattfindet. 

Der Einflu8 des Testiphorins bei dem anderen weiblichen Tier, [X, 
ist bedeutend offensichtlicher. Der Quotient sinkt infolge etwa 40 %iger 
N-Ausfuhrerhéhung in der Hauptperiode, um in der Nachperiode 
wieder zu steigen bei gleichzeitigem Fallen der N-Werte, die nicht 
véllig die Héhe der Vorperiode erreichen. Auch die C-Ausfuhr steigt, 
doch nur um annahernd 20%, um in der Nachperiode ebenfalls ein 
wenig unter den Wert der Vorperiode zu sinken, was anscheinend auf 
den geringen Gewichtsverlust von 70g zuriickzufiihren ist. Die 
Steigerung der C-Werte wahrend der Hauptperiode beruht auch hier 
anscheinend wesentlich auf dem C vermehrter kohlenstoffreicher 
EiweiBabbauprodukte. 

Ehe ich zum Schlu8B komme, méchte ich noch bemerken, daB 
diesen wenigen Untersuchungen, die nur ein Glied in der Kette der 
Erforschung der Keimdriisenstoffe und ihrer therapeutischen Wertung 
sind, aus anderwertigen Griinden nicht weitere Kontrollversuche mit 
N-Zufuhr nicht-hormonaler Stoffe (s. Kaninchen XI) zur Seite gestellt 
werden konnten. Ist die Deutung der Ergebnisse nicht immer einwandfrei 
zu erzielen, da wir ja nie den Vorgang, sondern immer nur die Resultate 
des Geschehens iiberblicken, so lassen sich dennoch nochmals kurz 
zusammengefaBt ungefihr die folgenden Grundlinien erkennen: 

1. Oophorin und Testiphorin haben auch beim normalen gesunden 
Tier einen EinfluB auf den Stoffwechsel, der sich in Senkung des 
Verhiltnisses C: N auBert — die Versuche Kaninchen VI und III 
bleiben wegen sekundiarer Stérung (Futterwechsel mitten im Versuch) 
hier unberiicksichtigt. 

2. Diese Senkungen beruhen vorwiegend sowohl bei Oophorin wie 
Testiphorin auf Umsatzsteigerung der stickstoffreichen Substanz, 
kénnen aber auch, wie Fall V schlieBen 148t, durch Oxydationserhéhung 
der N-freien C-haltigen Substanz bedingt sein. So erkliren sich wohl 
auch die zum Teil widersprechenden Meinungen in der Literatur. 

3. Oophorin und Testiphorin sind anscheinend grundsitzlich 
hinsichtlich der Richtung ihrer Wirkung gleich zu bewerten. Uber 
den Grad miissen umfangreichere Untersuchungen AufschluB geben. 

4. Oophorin und Testiphorin wirken auch auf den Stoffwechsel 
gegengeschlechtlicher Tiere. 
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Protokolle. 
Kaninchen IT, 9. Oophorin. 

































































Datum 7 cht —_ c N :N 
ge C:N Bemerkungen 
| g | ecm | zg 8 
| 
2. V. | 2460 | 215 | 1,134 0,572 1,983 
25. V. | 2500 | 510 113897 | | 1,856 1,022] 459 | 
26. V. || 2400 | 470 |1,567 /1,746*) 1,119 } 1,515 | 1,398 1'313)" 
97. V. | 2400 | 405 ‘1524 | 1/276 1194 { [,818)" 
28. V. | 2400 | 820 |2,612 | 2,698 0,968 
29. V. || 2290 | 450 |1,977 | 2,016 0,981 
80. V. | 2200 | 485 | 1,953 2,241 0,872 
81. V. || 2200 | 490 | — | 1,680 _ — les | . 
a. Vi I 2150 | 360; — 1,581 — »1817 — [0,865] || > 3Tabletten Oophorin 
2. VI. || 2150 | 390 |1,896 | 1,502 0,870 [E99] | 
3. VI. | 2100 | 310 |1,254 | 1,628 0,770 
4. VI. | 1910 | 450 |1,416 | 1,702 0,834 
5. VI. | 2000 | 520 3438) 1674) 0,858 
6. VI. | 1860 | 480 | 1,287 | 1,385 0,929 . 
7. VI. | 1970 | 420 |1,150 - 1,058 | 1,208 rt 0,98; 
8. VI. | 1960**) 480 | 1,152 | 1,058 1,093 
Kaninchen III, co. Oophorin. 
Ké » | Harns 
Datum gewicht | mange c N C:N Bemerkungen 
| g | ccm zg 
ff ; 
30. VI. | 2450 390 | 0,870 0,655 1,328 
1.VIL. | 2460 | 570 | 1,181 | ggg | 0,798 | 9 29 | 1,696( 1,502 
2. VII. || 2500 | 510 | 1,168 | ’ 0,750 | , | 1,551 {[1,580) | ? 
3. VII. | 2500 610 | 1,121 0,683 1,641 | frische Mobrriben 
4.VII.| 2490 550 | 0,894 0,616 1,451 
5. VII. | 2510 | 540 | 1,084 0,680 1,593 
6. VII. | 2440 | 600 | 1,284 0,672 1,836 
7.VII. | 2610 | 520 | 1,546 1,019 1,517] 9 459 | 
8.VIT. | 2660 | 710 | 1,216 } 1,406 | 1,596 $0,651 | 2,039) 5’555 || 3 Tabletten Oophorin 
9. VII. | 2610 , 710 | 1,681 0,646 12,601) "| 
10. VIL. | 2600 | 660 | 1,746 0,598 3,437 
11. Vil. | 2600 | 590 | 1,554 0,578 2,699 
12. VII. | 2610 | 650 | 1,695 0,546 3,092 
13. VI. || 2600 | 610 | 1,464 0,598 2,449 
14. VII. || 2550 | 590 1/200 | | 0,578 2,076 
15. VIL. || 2640 | 690 | 1,569 (1,547 0,917 / OS12 | 1,7105 "967, 
16. VII. | 2610 760 1,867 | (0.904 | 2/053 { [15 
17.VII. 2650 760 | 1,646 | 1,064 1,547 


werte sind mit fetten Ziffern gesetzt. 


Basledund i, 
* Die Per 





** Die Tiere fraBen die im Institut iiberwinterten Runkelriiben nur ungern. 

*** Die eckig geklammerten Zahlen geben die Durchschnittswerte der einzelnen summierten 
Harnquotienten an, wihrend die nicht geklammerten Zahlen die Harnquotienten C:N darstellen, 
die aus dem jeweiligen Mittel der einzelnen C+ und N¢Perioden gebildet wurden, hier z. B. 
1,746 ; 1,515 = 1,152. 
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Kaninchen IV, o*. Oophorin. 












































| .2 
| Ké ay 
Datum I gewicht a Cc N C:N | Bemerkungen 
| 6 | cm : ‘ | 
H| ; | 
16. VI. | 1770 270 | 0,729 | 0,491 1,463 
17. VI.) 1750 420 | 1,033 | 0,588 1,757 
[18. VI.| 1760] $1770! (359)|[0,987] $0,888 |[0,294] 0,508 |[3,357] a 546] 
19. VI. | 1780 450 | 1,058 0,567 1,848 
20. VI. |1780 410 | 0,633 | 0,574 1,119 
21. VI. | 1780 290 | 0,688 0,629 1,090 
22. VI. | 1720 290 | 0,688!) 0,568 1,210 
28. VI. | 1660 310 | 1,085 0,825 1,315 | 1.104 ||| 3 Tablettes 
24. VI. | 1700 ——_ 320 | 0,864 (% 518) o.g96 (9788) 0 965, (i108) Oophorin 
25. VI.|| 1610 | 210 | 0,722 0,706 1,022 | 
26: VI. | 1670 270 | 0,831 0,794 1,046 
28. VI. | 1640 810 | 0,705 0,564 1,250 
29. VI. | 1640 280 | 0,855 0,823 1,089 
30. VI. || 1630 250 | 0,618 0,542 1,138 | 1294 
1. vir.|| 1670 (28°! 950 | 0,483 (985) 9.987 (9489 1 676 ((1:379) 
2. VII. || 1660 200 | 0,895 0,266 1,484 
3. VII. || 1660 270 | 0,742 0,454 1,635 
Kaninchen V, o*. Testiphorin. 
K6é Harn- 7 
Datum guulcht meng Cc N C:N Bemerkungen 
g com | £ ~ 
= ; waemans meena 32 — = = = 7 = 
14. VI. || 2680 | 340 | 1,2147 0,714 1,701 
15. VI. || 2600 | 590 | 1,474 | 0,876 1,688 
16. VI. || 2600 | 590 | 1,762 | 1,156 + 1,524 1,429 | 
17. vi. || 2600 | 530 | 1,804 ¢h | 1.179 ¢ 28 1 106 ¢[1:458)) 
18. VI. | 2520 | 490 | 1,882 (0,961 1,438 
19. VI. || 2560 | 460 | 1,506 1,159 1,298 
20. VI. || 2560 | 440 | 1,250 0,986 1,268 | 3 Tabl. Testiphorin 
21. VI. || 2560 | 520 0,970 0,837 1,170 Is . : 
22. VI. || 2500 | 500 | 1,085 | 1,120 0,969| 1091 | 3 - ‘ 
23. vi. || 2500 | 510 |0,963 ¢ #4 | o.9a8 ¢ 1 | 1.037 (1121) s 7 E 
24. VI. || 2510 | 660 11,281 1,201 1,158 Mea | 4 
25. VI. | 2510 | 520 | 1,109 0,983 1,128 is. 3 
96. VI. | 2500 | 540 | 1,108 1,020 1,085 ! 
27. VI. || 2500 580 | 1,424 (0,812 | 1,754 | 
28. VI. | 2510 | 620 | 1,755 | 0,992 | 1,769 1495 | 
30. VI. || 2450 | 390 | 0,870 1,262 | 0.655 0,888 | | ‘398 [1,514] 
1. VII. || 2460 | 570 | 1,181 | 0,798 1,606 
2.Vil. | 2499 | 510 1,163 0,750 1,551 
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Denn | Sota: | ame c N C:N a 
g ccm g ~ 
29. VI. rc 490 1,140 0,755 1,510 
30. VI. 9390 | 420 © 0,894 0,823 | 1,086 | 
1. VII. | 2400 | 650 1,506 (ya9g 1,092 Loggg | 1,461 | 1,446 
2.vi., 2380 520 1.230 ¢)™8 | o 764 9°" | 1'739 (11,502) 
3. VIL 2380 590 1,274 0,743 1,714 
‘a= | = | “ts ‘im 
5. VI, 2400 — _ -_ - 
6. VIL | 2370 510 1,085 0,571 1,818 
7. VIL. 2570 500 1,485 1,050 1,366 
8. VII. || 2330 620 1,021 0,608 1/680 | 1,910 || 5 Tabletten 
O Vit 2400 570 11097 ¢ 20% | o's4 9568 2°995 12'071) 7 
10. VIL. | 2410 | 450 1,151 | 0,378 3,045 
1. VIL. | 2510 | 630 1,296 , 0,441 2,937 
12. VI. || 2500 440 0,595 ©) | 0,400 1,487 
13. VII. | 2510 500 , 1,036 | 0,595 1,775 
14. VIL. | 475 | 0,759 | 0,582 1275 | sneer 
15. VIL. 2590 470 | 0,954 (1,196 | 0,461 (0,662 | 2,070 (1779) 
16. VIL. | 2510 690 1,694 | | 0,869 1048 | , 
17. VIL. 2540 510 1.588 | 0,857 1,794 
Kaninchen VII, co‘. Testiphorin. 
| | 
Datum || Kérpergewicht — c N C:N Bene 
| 8 : om | & \ & 
4 = r 
23. VIL. || 2800 | 415 | 1,137 0,755 ‘ed 7 
24. VII. | 2690 320 | 1,148 0,851 1349 
25. VIL. 2580 275 | 1864 1,886 0,984 ‘i | 
26. VII. | 25 65 | 1, 1, ‘0, 090 | 
2. VIL. | 2530 (798° | 340 1,309 1,006 1047 1,197 (1282 (1,142), 
. VIL. || 2550 320 | 1,405 1, » | 1,15 " 
99. VII. || 2500 | 300 | 1.478 sa 1470 sa | 1002 = 
80. VII. || 2430 315 | 1,271 1,432 0,887 
81. VII. | 2450 360 | 1,583 1,523 ' 1,006 
1. VIIT. | 2460 | 460 | 1,655 1,610 | 1,021 
2. VIII. || 2450 ; 500 1,398 1,610 | 0,868 51 Tabl 
8. Vil. | 2500 $2490 | 470 | 1,138 $1,468 | 1,480 11,466 | 0,900 08 | 
4. VIII. || 2480 — |-—- — — porn 
5. VIII. || 2550 460 | 1,578 1,417 1,114 
6. VILL. || 2550 460 | 1311 1,159 1,130 
} 
7. VIII. | | ome | 16a aon 1,298 nn 
8. VIII. || 2560 1,347 0, 1,406 | 1, 
9. VIII. | 2430 (292 | 370 imi) fom eat 
10. VIII. || 2490 370 | 1,171 0,777 1,506 








304 F. Gleichmann : 






Kaninchen VIII, 9. a 

































































“| K6rpers | Harn. | 
Datum || gewicht | menge Cc N C:N Bemerkungen 
i | 8 | = = eee Sere me. oe) ero Toe Woes. 
_ 2 — 
4. VIL. | 1660 | 359 | 0,682 0,392 1,738 
6. VII.|| 1700 | 420 | 0,749 0,470 1,593 
7. VIL. || 1700 | 400 | 1,100 0,532 2,066 
8. VIL. | 1690 | 410 | 0,928 . | 0,545 | 1,701 | 1,880 
9. VII. || 1710 | 340 | 0,842 —_ 0,381 we | 2.210 f [1,898] 
10. VIL. || 1720 | 360 | 0,844 0,504 1,675 
11. VII.|| 1759 | 460 — — — 
12. VII. || 1750 | 400 | 0,905 0,392 2,309 
13. VII.| 1740 | 310 | 0,896 0,434 2,065 
14. VII.) 1700 | 450 1,808 | 0,945 1,379 1 } 
15. Vil. 1740 | 840 | 0,909 /1,077 | 0,648 0,746 | 1,414 1 504) It ScTablgtten 
16. VII. 1770 | 520 | 1,364 1,019 1,338 | 
17. VII.) 1750 | 410 0,912 0,689 1,324 
18. VII. 1710 | 480 1,172 0,843 1,391 
19. VII. | 1740 | 420 | 1,049 0,706 1,487 1.430 
20. VII. || 1810 | 440 1,048 $1,087 | 0,708 $0,724 1,480 [1434] 
21. VII. | 1820 | 425 | 1,050 0,778 1,358 
22. VII.| 1810 | 470 6,863 0,592 1,456 
Kaninchen IX, 9. Testiphorin. 
. K6rpers | Harn: = : ra) 2 ; Po tees 
Datum | gewicht | menge C N C:N Bemerkungen 
; , 6 | ow 8 = 
17. VI. | 1650 | 310 | 0,991 0,512 1,856 
18. VI. | 1650 | 120 | 0,460 0,336 1,369 
19. VI. || 1600 | 360 |0,872{,... | 0,806|,.,.| 1,081 | 1316 
20. VI. | 1580 260 | 0,847 0,718 | O564 (8 | 1 500 ( [1,396] 
21. VI. | 1650 | 270 | 0,523 0,605 0,864 
22. VI. | 1650 | 260 | 0,600 0,437 1,373 
23. VI. | 1650 | 370 | 0,792 0,829 0,955 5 Tabl. Testiphorin 
24. VI. || 1630 | 430 | 1,231 1,154 | 1,067 1008 |° ° 
25. VI. || 1730 | 340 | 0,595 $0,986 | 0,571 $0,912 | 1,042 [11023] 5 - : 
26. VI. || 1600 | 460 | 1,127 1,095 1,029 - ‘ 
27. VI. 1620 | 420 | — —_ ~ G4 ‘ 
28. VI. || 1640 | 220 | 0,449 0,339 1,326 
29. VI. | 1640 | 210 | 0,553 |, -o. | 0,470 |. gn, 1,176 | 1,250 
30. VI. || 1550 | 360 | 0,766 one ong (8) 1200 (1284 | 
1. VIL. || 1580 | 370 | — o~ _ | 
| . 
2. VI. | 1660 350 | 0,784 | 6,392 | 1,874 | Mit frischen Mohre 
[5 Vil. | 1669 300 |o.ses 5 28 0,441 joals|, 2,012 f anes riiben pated 
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Kaninchen X, co’. Testiphorin. 
| K6rpers Harn 
Datum || gewicht | menge N C:N Bemerkungen 
s_j| A ER a ORS aaa De 
— T ] 7," oe ee 4 ee 
16. VI. | 1650 | 100 | 0,972 0,504 1,928 | 
17. VI. || 1650 | 310 | 0,921 0,738 1,249 | 
18. VI. | 1610 | 210 | 0,497 /0,808 | 0,204 10,560 | 1,690) 1488) | 
19. VI. || 1650 | 380 | 0,813 0,638 c ) 
20. VI. | 1650 | 370 | 0,809 0,622 1,301 | 
21. VL. 1709 | 310 | 0,818 0,499 | 1,639 | 3 Tebietten 
22. VI. | 1680 | 480 | 0,811 0,662 1,225 3 Tebletten 
| 5 Tabi 
28. VI. | 1700 | 440 | 0,986 { 9 94, | 0862 | 9 294 1,143 | 1971 | 5 Tabletten 
24. VI. | 1630 | 460 | 0,941 0,656 1,436 { [1,389] 5 Seat 
25. VI. | 1640 | 470 | 1,128 0,789 1,428 | § qTabletten 
i | 3 T 
26. VI. || 1670 | 440 | 1,080 0,789 1,460 | 3 Tabetten 
27.VL || — | 4200 | — ati - 
Kaninchen XI. Stickstoffkontrolltier. 
a a 2 | || 
oon || | N co '| 
19% ~«| og com | 8 | 
— =r ee —— —— T 
| | 
8.XIL | 2300 | 340) — es — | 
9. XIL | 2300 | 255 | — 0,799 ~ | 
10. XII. | 2800 | 220 | 0,668 | 0,870 | 1,888 
11. XI | 2200 | 250 | 0,845 0,485 1,774 | 
12. x11. | 2250 | 360 | 1,218 $1,055 | 0,665 roeisye* 1,824 $1,752 | 
13. XII. | 2180 | 182 | — wow | | 
14. XII. | 2250 | 300 _ 0,541 | — | 
15. XII. | 2280 | 875 | 1,257 | 0,814 | 1,544 | 
16. XII. | 2200 | 430 | 1,291 | 0,692 | 1,865 | 
| | | 
17. XI. | 2230 | 310 | 1,081 | 0,608 (4,777 | 
18. XII. | 2280 | 260 | 0,914 | 0,551 1,659 | Pe 
| | tagli 
19. XII. | 2190 | 190 | 0,640 | 0,872 1,720 | ‘25¢ 
| 40,988 | 0558 |’ 41,786 |S cctrockbe 
20. XII. | 2200 | 380 | 1,278 | 0,785 | 1,629 if Pietsch = 
21. XI. | 2280 | 260 | 0,963 | 0,515 | 1,869 
22. XII. | 2200 | 290 | 1,058 0,487 2,160 


* 25g enthalten 0,49 g N. 








wihrend 0,605 diese eckig geklammerten N-Werte unberiicksichtigt laBt. 
Biochemische Zeitschrift Band 191. 





20 





** Der eckig geklammerte Wert 0,613 bezieht die eckig geklammerten N-Werte mit ein, 





306 F. Gleichmann: Einflu8 von Keimdriisenpraiparaten usw. 


Literatur. 


1) Tandler und Gross, Arch. f. Entwicklungsmech. d. Org. 29 und 80, 
— 2) Pfester, Arch. f. Gyn. 1898. — 3) Burghardt, Deutsch. med. Wochenschr. 
1989, S. 37. — 4) Loewy und Richter, Klin. Wochenschr. Nr. 50; Du Bois 
Arch. 1899, Suppl. — 5) Moebius, Uber die Wirkung der Kastration 1906. — 
6) Biedl, Handb. d. Inn. Sekret. 1916, dort auch umfassendere Literatur- 
angabe; Verhandl. d. Stoffwechselkongr. 1925. — 7) Pdchter, zit. n. Biedl. — 
8) Guggenheimer, Uber Eunuchoidie, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 107, 1912. — 
9) B. Zondek, 1926. — 10) Brugsch und Rothmann, Med. Klin. 1926, Nr. 8, 
speziell Oophorin und Testiphorin. — 11) Liithje, Arch. f. exper. Pathol. u. 
Pharm. 48, 50, 1903, zit. n. Guggenheimer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 107, 
1912. — 12) Loewy und Richter, Berl. Klin. Wochenschr. 1899, Nr. 50. — 
13) Thumin, Therap. d. Gegenw. 1900. — 14) Senator, Berl. Klin. Wochen- 
schrift 1897. — 15) Newmann und Vos, Monatsschr. f. Geb. u. Gyn. 1902. — 
16) Bogoslowski G. N. und W. G. Korentschewski, zit. n. Jahrb. f. Physiol. 
1921, S. 318; Phys. Ber. 16, 363; die Originaltabellen waren trotz Be- 
miihungen nicht erreichbar. — 17) Wada, diese Zeitschr. 174, 400, 1926. — 
18) B.Zondek und S. Aschheim, Klin. Wochenschr., 5. Jahrg., 8. 400ff. 
u. 979. — 19) Bickel und Kauffmann-Cosla, Virchows Arch. 259. — 
20) Bickel, Vortrag Mai 1926; Tagung d. balneolog. Gesellsch. — 21) Rubner, 
Zeitschr. f. Biochem. 1881, S. 214ff. — 22) Gomez, diese Zeitschr. 167, 424, 
1926. — 23) Bickel, ebendaselbst 166, 416, 1925. — 24) Langstein-Gleinitz, 
Die Kohlenstoff- und Stickstoffausscheidung durch den Harn beim Saéugling, 
Jahrb. f. Kinderheilkde. 61, 1905. — 25) W. Raab, Hormone und Stoff- 
wechsel 1926. 








chr. 
30is 











Uber die Biochemie des Filtrationsédems. 


Von 
Poul Iversen und Fusakichi Nakazawa. 


(Mitteilung aus dem zoophysiologischen Laboratorium der Universitat 
Kopenhagen und der medizinischen Abteilung B des Bispebjerg Spitals.) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Frage, wie ein Odem entsteht, ist seit langerer Zeit Gegenstand 
eifriger Diskussion gewesen, eine Diskussion, die recht verstandlich 
ist, da die Frage sowohl groBe theoretische wie praktische Bedeutung 
besitzt. Man rechnet im allgemeinen mit zwei Odemformen, dem 
inter- und dem intrazellularen Odem. Eine scharfe Sonderung zwischen 
diesen beiden Formen ist notwendig, da sie wahrscheinlich eine ganz 
verschiedene Pathogenese haben. A. Krogh (1) hat als erster in seinem 
Buche iiber Anatomie und Physiologie der Kapillaren diese pathogene- 
tische Sonderung hervorgehoben. 

Im nachstehenden werden wir uns bloB mit einer Form des inter- 
zellularen Odems, — dem sogenannten Filtrationsédem — _ be- 
schaftigen, welches man sich durch Filtration von Fliissigkeit aus dem 
Blute in den interzellularen Raum entstanden denkt, und dessen EiweiB- 
menge gering ist. Alle diejenigen, die sich mit dieser Frage beschaftigt 
haben, sind sich dariiber im Klaren, da8 die Odemfliissigkeit aus dem 
Blute stammt, aber die Frage, die umstritten wird, ist, unter welchen 
Umstanden eine solche Filtration vor sich geht. Teils dachte man sich, 
daB der hydrostatische Druck in der Blutbahn die Fliissigkeit hinaus- 
preBt, teils daB die Krafte auBerhalb der Kapillarwand, im Gewebe, 
die Flissigkeit zu sich saugten. 

Damit die erste Ursache das Odem bedingen soll, hat man sich 
bis vor einigen Jahren mit dem Gedanken beholfen, daB eine Kapillar- 
beschidigung vorliege, da man bei normalen Individuen durch Er- 
héhung des Blutdruckes kein Odem hervorrufen konnte. Eine solche 
Kapillarbeschidigung findet Cohnheim (2) bei Entziindungsfillen 
(Entziindungsédeme), und eine Reihe anderer Forscher haben durch 
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Erklarung sowohl des cardialen wie des nephrogenen Odems ihre 
Zuflucht zur Kapillarbeschadigung genommen. 

Martin Fischer (3) trat eifrigst dafiir ein, daB es die Gewebezellen 
seien, die die Fliissigkeit durch ihre sogenannte Quellungskraft aus dem 
Blute herausziehen, und er wies in einer Reihe interessanter Untersuchungen 
nach, da8 Fibrin und Gelatine unter gewissen Umstiénden Wasser in sich 
aufnehmen und dies mit einer gewissen Kraft festhalten. Er meinte, da8 
die gleichen Verhialtnisse sich unter Umstainden im Gewebe geltend 
machten, wodurch ein Odem entstehe. Dies kénnte jedoch nicht inter- 
zellular, sondern nur intrazellular sein. Hppinger (4) hat auch mit einer 
Kraft auBerhalb der Kapillare gerechnet, er meint, daB unter gewissen 
Umstanden Eiwei8 in das Gewebe hineindringt, und daB dies das Odem 
verursache. Eine besondere Rolle fiir die Gdempathogenese miSt er einer 
mangelhaften Thyreoidinbildung zu. 

Seit 1922 sind eine Reihe von Arbeiten erschienen, die darauf 
ausgehen, das Entstehen des Odems durch pathologische Ver- 
schiebungen in den Kriaften, die Wasser aus dem Blute bzw. festhalten 
und in die Kapillare ausfiltrieren, zu erkliren, wogegen eine Kapillar- 
beschidigung als unnétig angesehen wird. 

Die Kraft, die das Wasser ausfiltriert, ist der hydrostatische 
Druck (Th) in den Kapillaren, und diejenige, die es festhalt, ist der 
kolloid-osmotische Druck (Tc), der von den EiweiSstoffen (Plasma- 
kolloide) ausgeiibt wird. Wenn der kolloid-osmotische Druck eine solch 
entscheidende Rolle spielt, liegt dies daran, daB die Kolloide normaler- 
weise die Kapillaren nicht passieren kénnen, was besagt, daB die Krifte, 
mit welchen die Kolloide das Wasser binden, sich nur auf einer Seite 
der Kapillare befinden. Dies im Gegensatz zum kristalloid-osmotischen 
Druck, welcher in dieser Verbindung keine Rolle spielt, obzwar er 
etwa 150 mal so gro8 ist wie der kolloid-osmotische Druck. Die Kri- 
stalloide verteilen sich nimlich, praktisch genommen, gleich auf beiden 
Seiten der Kapillarwand, weshalb sie keine entscheidende Rolle bei der 
Druckdifferenz spielen, die vorhanden sein muB, damit das Wasser 
ausfiltriert wird. 

Die Albuminstoffe des Blutes kénnen in zwei Gruppen geteilt 
- werden: Serumglobulin und Serumalbumin, wovon die Globuline die 
gréBten Molekiile besitzen, was begreiflich macht, daB eine Verschiebung 
zwischen diesen beiden Faktoren von entscheidender Bedeutung fiir 
Te ist. 

Eine solche Verschiebung in der Richtung gegen die Globuline wurde 
von verschiedenen Untersuchern bei gewissen Odemfillen gefunden, so 
stellte Epstein (5) im Jahre 1922 fest, da dies bei gewissen Formen nephro- 
gener Odeme der Fall ist. Mc Lean und Wesselow (6) und Linder, Lunds- 
gaard und v. Slyke (7) haben spiter &hnliche Untersuchungen vorgenommen, 
ohne einen konstanten Zusammenhang zwischen dem Albumin- und 
Globulinverhaltnis bei Odemfallen finden zu kénnen. Eine direkte Messung 
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von Jc wurde von ihnen nicht vorgenommen. Stefan Ruszniak (8) hat 
sich im Jahre 1924 auch mit diesem Verhiltnis beschéftigt und es mit 
direkten Messungen von 7’c kombiniert. Er findet eine vollstandige Uber- 
einstimmung zwischen der Herabsetzung der Albuminmenge und Steigerung 
der Fibrinogenmenge einerseits und Herabsetzung des kolloid-osmotischen 
Druckes andererseits. Auch EH. B. Mayrs(9) und Govaerts (10) haben 
schéne Untersuchungen iiber direkte Messungen des kolloid-osmotischen 
Druckes bei Odemfillen ausgefiihrt. 

Von simtlichen friiher erwihnten Untersuchungen kann man sagen, 
daB sie nicht ganz klargelegt haben, daB das ganze Problem in erster 
Reihe vom Verhdlinis zwischen dem hydrostatischen Druck in den 
Kapillaren und dem kolloid-osmotischen Druck des Blutes abhiangig 
ist. Darauf ist zum ersten Male von A. Krogh in seinem Buche iiber 
die Anatomie und Physiologie der Kapillare hingewiesen worden, 
indem er als Beweis fiir seine Erklarung iiber das Entstehen des Odems 
Starlings klassischen Versuch aus dem Jahre 1896 nannte, womit 
Starling nachgewiesen hat, daB im Blute eine Kraft vorhanden sein 
miisse, die imstande war, ein kiinstlich hervorgerufenes Odem auf- 
zusaugen. Diese Kraft, die den kolloid-osmotischen Druck des Blutes 
darstellt, hat Starling mit 450mm Wasserdruck gemessen. 


























a b ec 
Abb. 1. 


a Normal, 7,< 7T,, © Nephrose, 7, = normal > 7,, 
e Insuff. cordis, 7, > 7, < normal. 


Betrachten wir nun nebenstehende Zeichnung, die das Kapillar- 
und das subkutane Gewebe darstellt, kénnen wir mit einigen Pfeilen, 
die nach verschiedenen Richtungen zeigen, die Krifte angeben, die 
eine entscheidende Rolle fiir das Entstehen eines Filtrationsédems 
spielen. Normalerweise ist die Kraft, die vom Pfeile dargestellt wird, 
der vom subkutanen Gewebe wegzeigt, am gréBten (Tc), und unter 
solchen Verhiltnissen passiert kein Wasser in die Subkutis. 

Wir sehen deutlich, unter welchen Bedingungen eine solche Wasser- 
passage in Gang gesetzt werden kann: 7c kann um so viel vermindert 
werden, daB es niedriger als Th wird, oder Th kann um so viel ver- 
gréBert werden, da8 es gréBer als das normale Te wird, oder eine Kom- 
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bination beider Faktoren. Die Frage ist nun, ob wir bei den Odem- 
fallen, die uns von der Klinik her bekannt sind, Verhiltnisse finden 
kénnen, die dieser theoretischen Darstellung entsprechen. 

Die zwei Hauptgruppen von Filtrationsédemen, die am meisten 
bekannt und umstritten sind, sind das nephrogene und das kardiale 


Odem. 
Nephrogenes dem. 


A. Odem bei grofer chronischer Albuminurie. 


In dem friiher erwaihnten Buche von A. Krogh iiber die Anatomie und 
Physiologie der Kapillaren ist ein Fall von Gdem bei Nephrose geschildert 
worden. Der Fall wurde von Hagedorn, Rasmussen und Rehberg untersucht. 
Sie fanden, daB T’c im Serum ungeféhr 100mm H,O war, wahrend er im 
Harn, welcher 2,8% Eiwei8 enthalt, 240mm betrug. Da der Eiweié- 
gehalt im Serum 5% war, sieht man leicht, daB Tc pro Gramm Eiwei8 im 
Harne vier- bis fiinfmal gréBer ist als im Blute. Sie fiihren dies an, weil 
sie dem eine groBe theoretische und praktische Bedeutung beimessen, 
indem sie meinen, daB die Ursache des niedrigen Zc des Blutes darin 
liege, daB die kleinen Proteinstoffmolekiile durch die Nieren ausfiltriert 
werden. Dadurch bekommt man eine Verschiebung im Serum in der 
Richtung gegen die groBen Molekiile, was sowohl einen niedrigen Te wie 
einen niedrigen T'c pro Gramm Eiweif ergeben muB, was wir der Einfachheit 
halber Jc nennen werden, den reduzierten kolloid-osmotischen Druck. 
Th wurde im genannten Falle mit 150 mm bestimmt, also 50mm gréBer 
als Tc, was Filtration von Wasser durch die Kapillarwand bewirken muB, 
solange Th des Gdems nicht zu dem Werte erhéht wird, der gréGer ist als 
die Differenz zwischen Th und Tec im Blute [Poul Iversen (11)]. 

In . Tabelle I sind acht Normalbestimmungen angefiihrt, die einen 
durchschnittlichen 7’c von 362 und T're von 47,4 zeigen. Diese Bestimmungen 
sind mit der Methode vorgenommen worden, die A. Krogh (12) angegeben 
hat. Wir wollen hier nicht naher auf diese Technik eingehen, die in einer 
Abhandlung in dieser Zeitschrift von A. Krogh und F. Nakazawa (13) aus- 
fiihrlich beschrieben wurde. 








Tabelle I. 
Ne. y-$ my Te Tre [Tre] Diff. 
oy? | 
1 8,06 378 «| 0 46 46 0 
2 7,85 360 | 46 45 + 1 
3 7,20 342 48 44 +4 
4 7,85 344 | 44 46 = '§ 
5 8,28 385 47 46 + 3 
6 7,42 401 | 54 44 + 10 
7 6,98 325 47 43 + < 
i. Aa, 7,62 39 | #47 | 4 + 2 
Durchschnitt: | 7,56 362 | 47,4 44.9 + 25 


Wir haben vier Fille mit chronischer groBer Albuminurie untersucht, 
und das Resultat dieser Untersuchungen ist in Tabelle II zu finden. Der 
eine Fall war eine chronische Nephrose, wie man sie am haufigsten bei EiweiB- 
mengen im Harn von 10 bis 20°%/, und groBen Odemen sieht. 
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Der zweite Fall war eine Amyloidose mit groBen Odemen, wo die EiweiB- 
menge etwa 10°/,. betrug. 

Der dritte Fall war eine Quecksilbernephrose mit 9°/, Albumen und 
wechselnden Odemen, am haufigsten recht groBe. 

SchlieBlich war der vierte Fall ein Patient mit chronischer Nephritis. 
Sie hatte durch einige Jahre eine Albuminurie von 5 bis 7°/,, gehabt, hatte 
aber selbst, wenn sie nicht bettlagerig war, keine manifeste Odeme. 

Man wird aus den Zahlen in der Tabelle ersehen, da der kolloid- 
osmotische Druck im Blute in den ersten drei Fallen 89, 80 bzw. 125 mm 
Wasrerdruck, d.h. ein Drittel oder ein Viertel des normalen ist, wogegen 
man im vierten Falle 292 mm findet, was nur einer geringen Herabsetzung 
entspricht. Die Werte fiir T'rc sind auch bedeutend niedriger als normal, 
indem sie 13, 20 bzw. 26mm Wasserdruck in den ersten drei Fillen sind, 
wogegen man im letzten Falle 41 mm fand. Die niedrigen Werte, die derart 
erklirt werden miissen, daB eine Verschiebung gegen die groBen Molekiile 
im Plasma stattgefunden hat, kénnen nicht direkt mit dem Normalwert 
47,4 (s. Tabelle I) verglichen werden, sondern miissen im Verhiltnis zur 
gefundenen EiweiBmenge im Serum geschitzt werden, indem eine Hyp- 
albuminose, durch Verdiinnung jedenfalls auBerhalb des Organismus ent- 
standen, an sich eine Herabsetzung des Tre ergibt. Diese Herabsetzung 
geht innerhalb der Verdiinnungen — mit welchen wir rechnen miissen — 
nach einer geraden Linie vor sich, wie dies in der friiher erwahnten Arbeit 
von A. Krogh und F. Nakazawa gezeigt und erwéhnt wurde. 

In Tabelle II und in den folgenden Tabellen findet man nach der 
Kolonne mit den direkt gefundenen Werten von Jc drei Kolonnen. Die 
erste gibt den 7'rc an, der durch Berechnung aus dem gefundenen T7'c fest- 
gestellt wurde; die zweite gibt den [7'rc] an, welchen man aus dem normalen 
Serum erwarten konnte, der bis zum gegebenen EiweiBprozent im Serum 
verdiinnt war, indem er nach der Kurve berechnet ist, die von A. Krogh 
und F. Nakazawa angegeben ist, und in der dritten Kolonne wird der Unter- 
schied zwischen den zwei Werten von Tre mit Vorzeichen angegeben. 


Tabelle II. 


Chronische groBe Albuminurie. 





| Jo Eiwei8 im 
Diagnose Namen }———————_|_ Te Tre [Tre] Diff. Odem 
Serum | Urin 











Nephross. .. || B.c. {|| 67 | 1.68 | 4 = 43 | — 30 I++ 
Amyloidose . . E. A. B. 3,94 | 10 | . = 8 |—15)) , 4 
=. | T. 4,81 | - 1% 3 37 | —11 \ 45 
Nephritis chron. | rs 7,2 | as = a “4 |— a 2 





In den drei ersten Fallen (Tabelle II) sieht man eine groBe Differenz, 
in der letzten eine ganz geringe, alle mit negativem Vorzeichen. 

Im Harn findet man in allen vier Fallen einen bedeutend héheren T're 
als den dem Serum entsprechenden. Die drei ersten Faille entsprechen also 
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volistandig dem von Hagedorn, Rasmussen und Rehberg veréffentlichten, 
indem wir einen 7'c finden, der so gering ist, da8 man vermuten muB, daB 
Th einen Teil héher liegt, jedenfalls in bezug auf die dekliven Partien. Der 
vierte Fall, wo kein Odem vorhanden war, zeigt nur geringe Herabsetzung 
von Je und Tre. Te wird nicht unter den Wert von Th erniedrigt; bei 
diesem Patienten mu8 der Organismus imstande sein, regelm&Big den 
Substanzverlust zu decken, der durch die Nieren stattfindet. 

Unsere Untersuchungen zeigen, daB in allen Fallen, wo eine chronische 
Albuminurie gleichzeitig mit Gdem verbunden ist, ein so geringer Te ge- 
funden wird, da8 dies allein imstande ist, die Bedingungen fiir ein Filtrations- 
édem zu bieten. Der gefundene niedrige 7’c und T're scheint als eine direkte 
Folge des groBen Substanzverlustes durch die Nieren erklart werden zu 
k6énnen. 

B. Odem bei akuter Albuminurie. 


Hier haben wir auch vier Faille untersucht. Bei den zwei ersten handelt 
es sich um Patienten mit drohender Eklampsie, die beide Odeme haben; 
die zwei letzten Faille sind Patienten mit Nephritis akuta. Der erste der- 
selben hatte bei Untersuchung, die gleich nach Spitalsaufnahme vor- 
genommen wurde, Odeme, wogegen bei dem zweiten, der leichte Odeme 
vor Aufnahme hatte, zur Zeit der Untersuchung keine gefunden wurden. 

Die Fille sind in Tabelle III aufgefiihrt, wo man sieht, daB 7c in allen 
Fallen. bedeutend herabgesetzt ist in bezug auf die drei ersten bis etwa 
zwei Drittel des normalen. Dementsprechend ist auch Tre herabgesetzt 
und liegt in allen drei Fallen etwas niedriger als [Trc]. Vergleichen wir 
nun den ersten Fall (Frau A.) in Tabelle III mit Fall 4 in Tabelle IT, so sehen 
wir, daB die Werte fiir 7c und Tre einander decken, sie sind nur verhaltnis- 
maBig gering vermindert, und dementsprechend findet man kein Odem 
in diesen Fillen. 


Tabelle III. 


Albuminuria acuta. 





7 — .« .—_ ae oe oe a cei 





| °/9 Eiwei8 im | 


Name i Te | Tre [Tre]| Diff. | Odem | Diagnose 

Serum | Urin I 

== — J 

| 

| 6,34 '238; 38) 41 | —3 |) . : 
309 B. | | 04 | 87/217' | + Drohende Eklampsie 

6,34 | 228| 36/41 —5 |) 
1496 B.{ | 2,0 198 | 99 | | + ” ” 
Frau Jf 6,12 | 0,6 oa | 106 | a1) --3 I a Nephritis acuta 
Frau A. | 6,36 0.125 $70) a @)+! — | Odem vor der Spitals- 
' - aufnahme 





Bei den drei anderen Patienten in Tabelle III liegen die Werte des Tc 
sehr nahe aneinander, indem sie nimlich 238, 228, 239 betragen. 

Unter der Voraussetzung, daB es sich in diesen Fillen auch um 
Filtrationsédeme handelt, kénnen wir also sagen, daB die GréBe, die T'c 
haben mu8, um ein Odem zu bedingen, héchstens zwischen 240 bis 270 
liegen darf. In gleicher Zone, jedoch héher als 7'c, muB Th liegen. 
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Die Untersuchung von Trc im Harn zeigte weit gréBere Werte als 
bei Serum, was darauf hindeutet, daB es auch die Ausfiltrierung der kleinen 
Molekiile durch die Nieren ist, die eine pathogenetische Bedeutung fiir das 
Odem hat. 


Zusammenfassung. 


1. Wir haben die Beobachtungen Hagedorns, Rasmussens und 
Rehbergs bestatigt, daB man bei Nephrosepatienten mit Odemen so 
geringe Werte des kolloid-osmotischen Druckes findet, da8 dies allein 
die Filtrationsédeme erkliren kann. 

2. Auch bei akuter Albuminurie findet ein Fall \des_kolloid- 
osmotischen Druckes statt, der geniigend groB ist, um das Entstehen 
des Odems zu erklaren. 

3. Bei beiden Patientengruppen muB man vermuten, daB die 
Albuminurie von groBer pathogenetischer Bedeutung ist. 

4. Wo der hydrostatische Druck nicht pathologisch vermehrt 
ist, wird man bei auBer Bett befindlichen Patienten Odeme der unteren 
Extremitaten feststellen kénnen, wenn der kolloid-osmotische Druck 
zwischen 240 bis 270 herabgesetzt ist. 


Das kardiale Odem. 


Im vorhergehenden Abschnitt hatten wir es mit Fallen zu tun, 
wo Jc so niedrig war, daB dies allein einen Odemzustand erklaren 
konnte. Im nachfolgenden stellt sich das Verhaltnis anders, denn selbst 
wenn die Herabsetzung des J’c bei Herzinsuffizienz so bedeutend sein 
kann, daB sie an sich geniigend ist, ist dies doch nicht die Regel. Wir 
miissen damit rechnen, daB Th auf Grund der Stase vermehrt ist, und 
es wird in der Regel eine Kombination dieser beiden Faktoren sein, 
die das Odem bedingt. 

Direkte Messungen von Th in den Kapillaren bei Stase liegen nicht 
vor. Moritz (14) hat aber in einem Falle einer schweren Herzinsuffizienz 
einen Venendruck von 320mm H,0O vorgefunden, was unzweifelhaft 
eine Vermehrung von Th in den Kapillaren bedeutet. 

Dies ist uns zufolge der Messungen, die von HE. B. Carrier und P. B. 
Rehberg (15) vorgenommen wurden, bekannt. Sie fanden, daB der hydro- 
statische Druck der Kapillaren (Th) und der Venendruck sowohl in bezug 
auf die oberen wie die unteren Extremitaten nicht aneinander liegen. 

Wenn die Muskeln vollstandig schlaff gehalten werden, so daB die 
Venenpumpe auBer Funktion gesetzt ist, war der Druck, praktisch ge- 
nommen, gleich dem hydrostatischen Druck, der der Stellung der gemessenen 
Kapillaren und der gemessenen Venen im Verhaltnis zum Thorax entspricht. 

Man gelangte doch nicht unter ein gewisses Miniumum, welches in 
bezug auf die oberen Extremitaten etwa 50 mm, und der unteren Extremi- 
taéten etwa 200mm H,0O betrug, selbst wenn das untersuchte GefaB bis 
zu einem Punkte gehoben wurde, der héher als der Thorax lag. Der Druck 
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ist némlich teils von der Héhe, teils von der Friktion abhangig, und wenn 
nun die Venen dadurch, da8 die Extremitaét gehoben wird, blutarm und 
enger werden, steigt die Friktion. 

Die Arbeit der Venenpumpe geht derart vor sich, daB die Muskeln sich 
gleichartig und kraftig kontrahieren, indem das Blut dadurch gegen den 
Thorax hinaufgepumpt wird. Der Venendruck und dadurch auch der 
Kapillarendruck wird demnach geringer. Bei schwéachlichen Patienten, 
besonders bei Patienten mit Kreislaufinsuffizienz, ist die Muskelarbeit 
weit geringer als normal, und da bei diesen Patienten auBerdem eine vendse 
Stase besteht, ist es verstandlich, daB die hydrostatischen Verhiltnisse in 
den Kapillaren abnorm werden, Th wird gréBer als normal. 


Als Folge davon braucht die Herabsetzung des 7c nur gering zu 
sein, damit sich das Odem einstellen kann (vgl. Tabelle IV, Fall 2, C. N.). 

















Tabelle IV. 
Insufficientia cordis. 
oa EiweiB Cay ee 
im Albu: .§ 
Name | Datum | Serum | Te Tre|[Tre]| Diff. | mine | Odem Odemdruck 5+ 
i| % | urie 2 
1. F.0.W.| 5.X1.|| 4,81 |173|36| 38 |—2| + | +++ |. Crusdx. | 
| 6. XIL)| 6,77 | 288|35|42|—7| — | — | %mm 20 
50 mm H,O 
2. CN. .|,10. XI.) 7,20 |290/40 44 | —4) + a Crus dx. | Blut- 
ja XI. || 6,98 |276/40/ 48 |—3) — | + | mm 20 || trans 
hea 7,63 208 |39| 45 |—6| — + (85mm H,O 
| 30. XI. L | 742 | 804 41/44/—38) — | (+) 
| 6. XII.) 742 |363/49| 44/+5 — | (+) 
| 18. XL) | 840 | 42, + + 
| 31. XI, 7,63 | 296 89) 45 —6 ++) + 
3. N.F.. 27. XIL., 6,77 274 | 40| 42|—2) + + 
4. R. M.|29.X. | 645 /269/42, 42 0 + | +4 | _ Crus sin. 
12.XI.| 6,77 |293/48 48 0 — — |e 
20. XI./ 6,55 |272/42 42! 0 + | (+) 3mmH,O\eL 
6. AMR. | 26. X. 6,55 (269/41 42/—1 + + Pes sin. 
|2 3. XI. | 7,20 | 240'47| 44/43) — — | 3mm H,0 
6G. ./26.X. | 6,34 |224/35/ 41 —6 + |++++4 Femur sin 
| 9XL | 5,47 | 215/389 39, 0 | + ++4++4++4 '3mmH.0 
80. XI. 5,90 | 226/38 40 '—2) — +++ 


In Tabelle IV findet man sechs Fille von Patienten mit kardialem 
Odem, und man sieht, da8 wir in den drei Fallen wahrend der Behandlung 
normale oder nahezu normale Werte gleichzeitig mit dem Aufhéren 
des Odems und der Albuminurie gefunden haben. Es handelt sich um 
den Fall 4, R. N., wo die Untersuchung am 12. November 293 ergab, 
ferner um den Fall 5, A. M. R., wo die Untersuchung am 23. November 
340 Tc zeigte; besonders deutlich ist der Fall2, C.N. Hier handelt 
es sich um Hypertension und Herzinsuffizienz. Bei der ersten Unter- 
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suchung findet man in diesem Fall Tc 290 und Tre 40, nach Behandlung 
wahrend einiger Zeit, wo die Odeme nahezu ganz verschwunden und 
die Albuminurie aufhérte, findet man am 6. Dezember 7c 363 und 
Tre 49. Der Zustand verschlimmerte sich indessen wieder, und es 
entsteht wieder Albuminurie, die Odeme nehmen zu, und am 21. De- 
zember findet man Werte, die den Werten bei der Aufnahme entsprechen, 
nimlich Te 296 und Tre 39. 

Die Frage ist nun die, was in diesem Falle die Ursache des niedrigen 
Tc war? 

Die Hypalbuminose, die in den meisten Fallen vorhanden ist, 
kann einen Teil erkliren, kann aber keine volle Erklirung des niedrigen 
Tre geben, indem dieser fast immer etwas niedriger als [T'rc] liegt. 
AuBerdem sieht man bei anderen Hypalbuminosen, z. B. derjenigen, 
die bei Blutungsaniimie entsteht, und wovon drei Fille in Tabelle V 
angefiihrt sind, keinen entsprechenden Fall des Tre, im Gegenteil liegt 
hier Tre etwas héher als [Tc]. 

















Tabelle V. 
Blutungsanamie. 
es aca 7 Hb | i Eiweif | on ges I ane 
Name | Datum | im Serum Te | Tre | [Tre] | Diff. || Diagnose 
oe Wonca WR GM. SS ie TANT es As be eee 
ie” tone Coenen en ae a eats eee « ior 
J.G. | 2X. | 60) 646 | 272 | 42 | 42 | O | Melana 
H. P.P.| 15.XL | 4 | 590 | 20) 2 | 4 |/4+2]) = , 
6.XI. | 40 | 568 | 264 | 47 | 40 | +7 | 
18. XII. | 612 | 277 | 45 | 41 | +4 
cA. | LX | 85 | 684 | 277) 4 | 42 | 43], 
6. XII. | 655 | 818 | 49 | 42 | +7 | 
21. XII. || 50 | | | | 


Die fiir Tre bei Herzinsuffizienz gefundenen Werte deuten auf 
eine Verschiebung innerhalb der Kolloide des Bluies in der Richtung 
gegen die groBen Molekiile, wogegen man bei Blutungsanimie mit einer 
Verschiebung gegen die kleinen Molekiile rechnen muB. 

Kann man nun in bezug auf die Herzpatienten eine natiirliche 
Erklirung einer Verschiebung im Serum gegen die groBen Molekiile 
finden ? 


Wir wissen, da8 Patienten mit Herzinsuffizienz am haufigsten, und 
zwar Monate hindurch, eine Albuminurie haben. Wenn man nun nach- 
weisen kann, da8 das Eiwei8, das bei solchen Patienten aus den Nieren 
ausgeschieden wird, aus kleinen, osmotisch sehr aktiven Molekiilen besteht, 
hat man bewiesen, daB durch die Nieren ein Substanzverlust stattfindet, 
dessen Wirkung in gleicher Richtung wie bei Patienten mit nephrogenen 
Odemen geht. 
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Diese Untersuchungen sind indessen nicht leicht auszufiihren, da die 
Albuminurie, von welcher die Rede ist, verhaltnismaéBig gering ist und 
schnell verschwindet, wenn die Patienten zu Bett kommen. In zwei Fallen 
mit sicherer Stasealbuminurie fanden wir jedoch groBe Werte fiir Tre im 
Harn. In dem einen Falle fanden wir 133, in dem anderen 210, was be- 
ziehungsweise drei- und fiinfmal so groBen Werten entspricht als diejenigen, 
die man im Blute findet. 

Man muB8 natiirlich zugeben, da8 der Substanzverlust, der durch die 
Nieren bei einem Herzpatienten vor sich geht, von einer geringen GréBen- 
ordnung ist, kann aber nicht ausschlieBen, daB gleichzeitig, wihrend dieser 
Substanzverlust vor sich geht, bei diesem Patienten eine mangelhafte 
Fahigkeit besteht, den Verlust zu ersetzen (Leberstase ?). 





Tabelle VI. 
| Eiweif 
Name Datum im Serum Te | Tre|[ Tre} Diff. Odem | Anmerkung 
on a : 
| | 
J.0.W.|| 5. XL 481 (173 36) 38 \—2 +++ | + Alb. Southys Kaniilen 
10.XI | 438 |170/89) 87/42) ++4 
15. XI. 5,03 195 36) 388 |—2)' ++ 
18. XI. 5,68 186 | 33 40 i-_ 7 + 
23.XI | 510 (198/85) 388|—3) + 
80. XI. 6,55  241|387/ 42 _—5 + ie 
6.XI. | 6,77 | 238/35) 43 |—8)  — Tt 
21. XII. 5,90 238/40' 40 0O + 


In Tabelle VI ist ein Fall angefiihrt, der wiederholt untersucht wurde. 
Bei nahezu allen Untersuchungen wurde Tre bedeutend niedriger als normal 
gefunden und gleichzeitig niedriger als [T'rc]. Obzwar man in diesem Falle 
eine bedeutende Steigerung der EiweiBmenge des Serums findet, und 
trotzdem die Albuminurie aufhért, findet man doch fortwahrend die niedrigen 
Werte fiir T'rc, was derart gedeutet werden muB, da8 es die kleinen Molekiile 
sind, die nicht schnell ersetzt werden kénnen. Es handelt sich in diesem 
Falle um eine sehr schwere Herzinsuffizienz, die einen tédlichen Aus- 
gang nahm. 

Wir haben einen einzelnen Fall einer orthostatischen Albuminurie unter- 
sucht. Z’c im Serum war 404 und Tre 53. Seine Albuminurie war zu gering, 
daB man Jc im Harne untersuchen konnte. Wenn man davon ausgeht, 
was wir anzunehmen meinen, daB auch er durch die Nieren kleine EiweiB- 
molekiile ausscheidet, ist er also imstande, nach und nach den Verlust 
zu ersetzen. 

Falls die ganze Theorie iiber die Albuminurie als mitwirkende Ursache 
dieser Bildung von Odemen, oder eher zur Herabsetzung von 7’e im Serum 
richtig sein soll, muS man sich denken, daB es sich um eine mangelhafte 
Fahigkeit der GefiBe in den Glomeruli handelt, die Albuminstoffe bei 
Filtration zuriickhalten. Je gréBer die Undichtigkeit in den Glomerulis 
ist, um so mehr Albumen wird passieren, dies will also sagen, daB ein ge- 
wisses Verhaltnis zwischen dem Grade der Albuminurie und 7re im Harn 
vorhanden sein mu8. 

In Tabelle VII haben wir 15 verschiedene Untersuchungen von Harn 
(von 14 verschiedenen Patienten) schematisch aufgestellt, teils von Herz- 
insuffizienten, teils verschiedener anderer Nierenleiden. 
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Tabelle VII. 
Nr. 1 und 2 bzw. r. und 1. Unterharn. 

Nr. wy — | Te Tre | Diagnose 

1 | 80 | 208 6s | Nephrosis 

2 | 27 | 161 60 | m 

8 | 20 198 99 | Drohende Eklampsie 
4 |} 10 76 7% | Amyloidosis 

5 | 9 8 (| 9% | Quecksil bernephrosis 
6 | 6 b4 106 | Nephritis acuta 

7 - 5 33 66 | Nephritis chron. Insuff. cordis 
8 | 5 41 82 | kK fi a ‘ 
9 | 5 50 100 | Nephritis chron. 

10 4 58 133 Insuff. cordis 

11 | 4 59 147 | Nephritis acuta 
12 | 4 + ew Drohende Eklam psie 
138 2 44 220 || Nephritis acuta 
14 | 125 | 35 280 | Albuminuria 
15 | 0,75 =| 16 210 Insuff. cordis 


Man sieht deutlich, daB, je geringer die Albuminurie, um so gréBer 
der Trc, was unserer Meinung nach derart gedeutet werden kann, daB, 
je mehr Eiwei8 ausgeschieden wird, um so mehr auch groBe Molekiile die 
Nieren passieren. 

Die Verhialtnisse wiirden einfacher und die Reihe vermeintlich schéner 
sein, falls alle Glomeruli gleich stark angegriffen waren; aber der ungleiche 
Grad der Insuffizienz, mit welchem man sicher in den verschiedenen 
Glomerulis rechnen mu8, bewirkt natiirlicherweise, daB die Verhiltnisse 
weiter kompliziert werden. 


Es kommt uns vor, da8 diese letzte Untersuchungsreihe recht un- 
zweideutig beweist, daB es nicht weniger auf die Qualitaét als auf die 
Quantitét des EiweiBes ankommt, der im Harn ausgeschieden wird. 


Zusammenfassung. 


1. Bei Patienten mit Herzédem ist nachgewiesen worden, daB 
man stets eine Herabsetzung des kolloid-osmotischen Druckes findet, 
sie mag nun gering oder sehr gro$ sein. 

2. Es ist wahrscheinlich gemacht, daB Stasenalbuminurie bei 
Herzinsuffizienz eine groBe Rolle fiir die Herabsetzung des kolloid- 
osmotischen Druckes spielt. 

3. Die Herabsetzung des kolloid-osmotischen Druckes kann so 
groB sein, daB sie an sich geniigend ist, um die Entstehung des Odems 
zu erkliren. In allen Fallen aber spielt die Vermehrung des hydro- 
statischen Druckes, die von schlechtem Kreislauf herstammt, eine 
bedeutende Rolle und ist in einigen Fallen notwendig. 


4. Die Herabsetzung des reduzierten kolloid-osmotischen Druckes 
kann nicht durch Hydrimie allein erklirt werden. 
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5. Der reduzierte kolloid-osmotische Druck im Harn ist am gréBtey 
wenn die Albuminurie am geringsten ist, welchem Umstande may 
eine Bedeutung fiir die Pathogenese des Odems beilegen muB. 


Der kolloid-osmotische Druck in Transsudaten und Exsudaten. 


Die bisher vorgelegten Untersuchungen fiihrten uns ganz natiirlich 
zu den Untersuchungen tiber den kolloid-osmotischen Druck in Fliissig. 
keiten, deren EiweiBgehalt auch dadurch entstanden sein kann, daB «i 
Kapillaren undicht wurden und die Passage von EiweiBmolekiilen zy 





lieBen. Einem Vergleich dieser Untersuchungen mit denen an Harn \ 
meinten wir deshalb groBes Interesse beilegen zu miissen. Die Frag: 

die in erster Reihe Interesse bot, war: Findet man auch in diesen 
Fliissigkeiten einen Tre, der héher als Tre im Serum ist? 

Wir haben vier Pleurafliissigkeiten untersucht, Tabelle VIII; dr ] 
stammen von Patienten mit tuberkuléser Pleuritis, die vierte von einem , 
Patienten mit Tumor pulmonis (sonst eine Ascitesfliissigkeit eines Patienten ‘ 
mit Ascites tuberculosa). ‘ 

Tabelle VIII. 
Exsudaten. 
( 
®)5 EiweiB im 
Namen Datum ——___—__—_—__—— Te Tre [Tre], Diff. Diagnose l 
Serum Exsud. " 
| U 
> fii O XI. 4,89 | 228 47, 3 + 9) p. am 
yr. #. | 12. XL. 7.65 348 46 45 Pleuritis exs. tul 
EP. | 25. XI. 427 | 184 39' 36 + 8) 
"=" ff Ga Tae 337 | 45 | 44 | " =~ S 
a. p ji 20. XII. 262 | 116) 44; 31 | 4+13/) 
Chr. P. 1 20.XIL. 72 | 331 | 46 44 Tumor pulmonis 
5. X | 5,8 246 39 7 = 
11 (101)) 15. XII. hap ol 5,8 a6 46 8 + ¢ Pleuritis exs. tul 
15. XI. | 288 | 118 | 42) 31 | +11 , 
17.XI. 6,98 309 44 43 Ascites tub. 


Bei allen fiinf Fallen sehen wir, da®B das Exsudat einen Tre hat, cde 
bedeutend iiber [ T're] liegt, was besagen will, daB ein Teil der gréBten Molekiil 
im Blute zuriickgehalten und nur die kleineren ausfiltriert werden. 


SchlieBlich haben wir Gelegenheit gehabt, Te in zwei Odemfliissig- 
keiten und einer Ascitesfliissigkeit von einem Patienten mit Lebercirrhos: 
(Transsudat) zu untersuchen. Die Zahlen waren hier ganz klein und sin 
in Tabelle IX angefiihrt. Es soll hier nur bemerkt werden, daB es sich i 
diesen Fillen anscheinend nicht um dAusfiltrierung von ganz kleiner 
Molekiilen handelt. Man findet hier also kein Verhaltnis, das mit 
demjenigen identisch ist, welches wir in bezug auf Harneiwei8 gefunder 
haben. 
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Tabelle IX. 





Obdte nh "3 
mar Transsudate und Odemfliissigkeit. 
°/, EiweiB im 
= Te Tre 
Odem Ascites 
06 17 30 
urlich 0.77 23 30 
lissig 0,77 27 36 
LB clit 
n zu Die Zusammenfassung iiber die Untersuchungen der nephrogenen 
Harn und kardialen Odeme findet man 8.313 und 317. 
‘Tr; or 
lienen Literatur. 
1) A. Krogh, Anatomie und Physiologie der Kapillaren. J. Springer, 
1924 (auf englisch 1922). — 2) Cohnheim, Allgemeine Pathologie. —+ 3) Martin 
ir Fischer, Das Odem. Dresden 1910. — 4) Eppinger, Zur Pathologie und 
"nem Therapie des menschlichen Odems. Berlin 1917. — 5) Epstein, Amer. Journ. 
enten med. Soe. 167, 1922. — 6) MacLean und Wesselow, Quart. Journ. Med. 12, 
337, 1918/19, zit. n. Mayrs. — 7) Linder, Lundsgaard und v. Slyke, Journ. 
exper. Med. 39, 887, 1924. — 8) Stefan Ruszniak, Zeitschr. f. d. ges. exper. 
Med. 4/6, 532, 1924. — 9) E. B. Mayrs, Quart. Journ. Med. 19, 273, 1926. — 5 
10) Gowaerts, Bull. acad. Roy. med. Belg. 4, 161, 1924. — 11) Poul Iversen, 
—- Oedemteorie og Oedembehandling, Ugeskrift f. Lager 8, 43, 1927. — 12) 1. e. 
13) A. Krogh und F. Nakazawa, Biochem. Zeitschr. 188, 241, 1927. — 
14) Moritz, zit. nach Hoffmann, Lehrbuch der funktionellen Diagnostik und 
Therapie der Erkrankungen des Herzens und der GefiBe. — 15) FE. B. Carrier 
und B. B. Rehberg, Scand. Arch. f. Phys. 1922. 
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Die Rolle des Pyocyanins im Stoffwechsel 
von Pseudomonas pyocyanea. 


Von 
A. A. Stheeman. 


(Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie der Technischen Hochschul 


Delft, Holland.) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1927.) 


1. Uber die Bedeutung der Bakterienpigmente im allgemeinen. 


Der erste, der sich bemiiht hat, eine rationelle, sei es auch eine 
vorlaufige, Einteilung der farbstoffbildenden Bakterien vorzunehmen 
war Betjerinck im Jahre 1891}. 

Beijerinck unterschied die folgenden Bakteriengruppen: 

a) die chromophoren, 
b) die chromoparen, 
ec) die parachromophoren. 

Zu a) In den chromophoren Bakterien ist der Farbstoff ein int 
grierender Teil der Mikrobenzelle. Er ist darin gebunden, wie das Chloro 
phyll in den Chromatophoren der héheren Pflanzen oder wie das Hamoglobi: 
in den roten Blutkérperchen. 

Als Beispiel dieser Gruppe nennt Beijerinck die Schwefel-Purpu 
Bakterien Winogradskys. 

Zu dieser Gruppe rechnet Betjerinck auch die griinen, roten, gelbe: 
und braunen Bakterien, die die Gelatine nicht verfliissigen. Beijerinck ist 
der Meinung, daB in allen diesen Fallen den Farbstoffen eine bestimmt 
biclogische Bedeutung, obschon meistens noch unbekannter Natur, zu 
geschrieben werden muJB. 

Zu b) Die zweite Gruppe, die der chromoparen Bakterien, von Bei) 
rinck die eigentlichen Pigmentbakterien genannt, tragt das Hauptmerkmal. 
da8B im Anfang die lebendige Mikrobenzelle ungefarbt ist, und Beijerinck 
fiigt hinzu: ,,La matiére colorante est séparée comme telle ou comme matiér 
chromogéne incolore et on ne doit y voir qu’un produit d’excrétion sans 
utilité pour l’organisme“. 

Im Einklang hiermit werden von den chromoparen Mikrobenarte: 
ebenso leicht, oder bisweilen leichter, ungefaérbte Kulturen als gefarbt« 
erhalten. 


1 Beijerinck, Bot.-Ztg., 49. Jahrg., S. 705 usw., 1891; Arch. Néerla 
25. 297 


daises d. Sciences exactes et naturelles, Tome 25, 227, 1891; Verzamel:: 
Geschriften, Delft 1921, Deel II, 8S. 332. 
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Als Beispiele clieser Gruppe gibt Bethe rinck B. prodigiosus, B. cyano- 

nes und B. pyocyaneus. 

Zuc) Die dritte Gruppe ist diejenige der parachromophoren Bakterien. 
Bei diesen ist der Farbstoff augenscheinlich ein Stoffwechselprodukt, dais 
uber in der Zelle gebunden bleibt, wie bei den wahren chromophoren 
Bakterien, und das also nicht nach auBen diffundiert. Der Unterschied zur 
ersten Gruppe ist, daB die chromophoren Bakterien immer gefarbte Kolonien 
bilden, wahrend die parachromophoren nur unter sehr bestimmten Um 
standen zu gefarbten Kolonien auswachsen. Als Beispiele nennt Beijerinck 
B. violaceus und B. janthinus. 

Diese Einteilung gibt keinen Aufschlu8 iiber die Entstehungsweise 
les Farbstoffis. Nur von einer Mikrobenart glaubt Betjerinck behaupten 
zu kénnen, da’ der Farbstoff ein von den Bakterien gebildetes Oxy 
lationsprodukt ist. Die Ansicht, da bestimmte Bakterienfarbstoffe als 
Oxydationsprodukte aufzufassen sind, finden wir auch bei Fuhrmann’. 
Er schreibt namlich: ,,Wir diirfen mit Recht annehmen, dab zahlreiche Farb- 
stoffe als Leucoverbindung aus der Zelle ausgeschieden werden und erst 
lann zur gefirbten Verbindung oxydiert werden“. 

Lajar? sagt: ,,Alle Bakterienfarbstoffe haben eigenartige Beziehungen 
zum Sauerstoff*, und Marshall* behauptet: ,,Oxygen is also necessary for 
the chromogenesis of many bacteria“. Dies alles betrifft nur die Ent- 
stehungsweise des Pigments. Uber den Zweck des Farbstoffs der Bakterien 
auBern sich Friedberger und Pfetffer*, wenn sie sagen: ,,Alle echten Bakterien 
sind aber mit wenigen, noch nicht ganz sichergestellten Ausnahmen chromo- 
par, und bei ihnen kommen dem Farbstoff keine wichtigen Lebensfunktionen 
zm. Und Marshall® sagt: ,,It is not known that the pigment is of any 
material advantage to Bacteria. All experiments concerning the purpose 
of pigmentformation by microorganisms have been without result“. Zitieren 
wir zum SchluB noch Fuhrmann® nach der neuesten Auflage seines Lehr- 
buches. Dieser Autor sagt: ,,Die Vertreter der zweiten Gruppe der farbstoff- 
bildenden Mikroben, die ,chromoparen Bakterien‘, bilden Farbstoffe, die 
fiir das Leben der Zelle unwesentlich sind und einfach als nebensachliche 
Exkretstoffe aus der Zelle ausgeschieden werden. Allen neueren Forschungen 
entsprechend, miissen wir hierher alle farbstoffbildenden Bakterien, mit 
\usnahme der Purpurbakterien, rechnen, da mit Ausnahme des Farbstoffs 
der letzteren alle Bakterienfarbstoffe keinen irgendwie gearteten Einfluss 
auf das Leben der sie erzeugenden Zelle auszuiiben vermégen. Sie sind 
rein zufallige Bildungen der Zelle, wie so manche andere“. 


Ich will jetzt zeigen, daB diese oben zitierten Ansichten der 
Autoren der betreffenden Lehrbiicher in flagrantem Widerspruch sind 
mit den Resultaten alterer und neuerer Forschungen. 


' Fuhrmann, Einfiihrung in die Grundlagen der technischen Mykologie, 
2. Aufl., 8.110. Jena 1926. 

2 Lajar, Handb. d. techn. Mykologie 1, 289, Jena 1904 bis 1907. 

* Marshall, Microbiology. Second Ed., London 1921, 8. 247. 

* Friedberger und Pfeiffer, Lehrb. d. Mikrobiologie 2, 55, 1919. 

5 Marshall, Microbiology. Second Ed., London 1921, 8S. 175. 

® Fuhrmann, Einfiihrung in die Grundlagen der technischen Mykologie, 
2. Aufl., S. 110. Derselbe Passus, buchstaéblich gleich, auch in der 1. Aufl., 


S. 98. Jena 1913. 
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Beijerinck hat schon in die erste Gruppe (die der chromophoren 1 
terien) neben den Purpurbakterien noch eine Anzahl gefarbter Bakte: 
eingereiht. Auch dem Pigment dieser Mikroben schreibt er auf Grund 
konstanten Vorkommens in der Zelle eine Bedeutung zu, die aber no 
unbekannter Natur ist. Tatsachlich ist nun von Pfeffer’ und Ewart®, etwa 
5 Jahre nachdem Beijerinck obenstehende Einteilung gegeben hatte, die 
Entdeckung gemacht worden, daB gewissen Pigmentbakterien die Fahigk: 
zukommt, den Luftsauerstoff in einer lockeren Bindung zu _ speiche: 
Shihata* hat die Untersuchung dieses Gegenstandes weiter in Angriff 
nommen und in sehr eingehenden, schénen ,,Untersuchungen tiber locke: 
Bindung von Sauerstoff in gewissen farbstoffbildenden Bakterien u 
Pilzen** mittels der Engelmannschen Methode nachgewiesen, da® \ 
vetiirbte Bakterien in einer Atmosphiare verschiedener Gase Sauerstoft 
abgeben. Er zeigte auch, daB ungefarbte Kulturen diese Eigenschaft nicht 
besitzen, aber daB die getéteten Kulturen der gefarbten Bakterien ebens 
wie das Pigment selber, die Sauerstoffabgabe wohl zeigen. Weiter konnt: 
nachgewiesen werden, daB CO, Athylen und Acetylen den Sauerstoff ir 
diesen Pigmenten verdringen kénnen, und da®B in dieser Pigment-CO 
Bindung das CO bzw. Athylen oder Acetylen wieder durch Sauerstof! 
vertrieben werden kann. In seiner Zusammenfassung kommt Shibata zu 
folgenden Schliissen: Die von vielen Bakterien erzeugten lipochrome: 
Farbstoffe sind als das O,-bindende Agens anzusehen. ,.,Der aufgespeichert: 
Sauerstoff wird allmahlich frei gemacht, sobald die O,-Spannung in de1 
Umgebung auf Null sinkt. Die biologische Bedeutung der O,-Speicherung 
liegt offenbar darin, daB die betreffenden Organismen, falls sie voriiber 
gehend einen vélligen O,-Mangel erleiden, diesen O,-Vorrat veratmen und 
dadurch die Notlage iiberstehen kénnen. Es kommt noch dazu, daB dies« 
Organismen eine rege Atmungstatigkeit selbst bei sehr niedriger O,-Spannung 
unterhalten kénnen, indem die Farbstoffe O,-kondensierend, d. h. den 
O,-Druck regulierend wirken. Die untersychten Bakterienfarbstoft 
fungieren nicht als O,-Ubertrager, sondern nur als O,-Speicher und bilder 
somit ein Analogon zu dem tierischen Blute.** 


Shibata fand diese Eigenschaften der Pigmente in Versuchen sowol:! 
mit Mikroben der chromophoren und parachromophoren als der chrom: 
paren Gruppe. 


Wir kommen also zu dem SchluB, daB auBer den Purpurbakterien 
in welchen das Pigment die Kohlensiureassimilation katalysiert, es 
noch andere Mikroben gibt, wofir das Pigment auch eine wichtig: 
Funktion beim Lebens- und StoffwechselprozeB erfillt. 

Uber das Pigment des Ps. pyocyanea ist schon viel geschrieben 
worden, das aber keine Auskunft iiber die Art und die Bedeutung des 
Pigmentes gebracht hat. Es gibt aber zwei Ausnahmen, namlich div 
Arbeit von Christomanos* und die von Furlani® 


' Pieffer, Ber. d. kgl. sichs. Ges. d. Wiss 48, 379. Leipzig 1896. 
2 Ewart, Journ. Linn. Soc. Bot. 38, 123, 1897. 
> Shibata, Jahrb. f. wiss. Bot. 51, 179, 1912. 


* Christomanos, Zeitschr. f. Hygiene 36, 258, 1901. 


5 Furlani, Sitzungsber. d. Math.-naturwiss. Klasse Wien 128, I, 25, 1919 
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Der erste hat beobachtet, daB das blaue Pyocyanin ein Oxydations.- 
produkt ist; Christomanos stellte namlich fest, daB das Pyocyanin 
durch Autoxydation aus einer Leukoverbindung hervorgeht. 

Uber die biologische Bedeutung des Pigments hat Furlani ge- 
<chrieben. Er kommt zu dem SchluB, daB dieses Pigment nicht betrachtet 
werden muB als ein bedeutungsloses Ausscheidungsprodukt des Bak- 
‘eriums (wie die allgemeine Ansicht ist), aber daB dem Pyocyanin 
cine wichtige Bedeutung fiir den Stoffwechsel des Ps. pyocyanea zu- 
veschrieben werden muB. Dies ist zweifellos richtig, aber die Folgerung 
Furlanis, daB das Pyocyanin ein ,,Sauerstoffvehikel™ sein wiirde, muB 
ch bestreiten, denn nach meiner Meinung kommt Furlani zu diesem 
Schlusse infolge unrichtiger Deutung seiner Versuche. Ich werde hier 
liesen Gegenstand etwas naher besprechen. 

Furlani' sagt: ,.Die Reduktion des Cyanins (d. h. die Uberfiihrung 
in die Leukobase) ist in den Bouillonkulturen ein Lebensvorgang zur 
Gewinnung von Atmungssauerstoff. Das Pigment ist hier ein Sauerstoff- 
vehikel zum Transport nach tieferen Fliissigkeitsschichten, es verhilt 
sich also wie die Atmungspigmente“. Weiter fiigt er die iiberraschende 
Behauptung hinzu, daB diese Bedeutung dem Pigmente nur in Bouillon- 
kulturen zukommt; er sagt namlich: ,,lm Peptonwasser ist das Cyanin 
ein bedeutungsloses Ausscheidungsprodukt.“* Ich werde jetzt mit- 
teillen, aus welchen Griinden Furlani behauptet, daB das Pyocyanin 
ein Sauerstoffvehikel” ist. Furlani beobachtete, daB bei Luftzutritt 
gewachsene griine Bouillonkulturen bei LuftabschluB anfangen, zu 
erbleichen, bis dieselbe im ganzen eine gelbgriin fluoreszierende Farbe 
ungenommen haben. .,.Durch Einleiten von Sauerstoff wird die griine 
Farbe wieder regeneriert.“‘ Jetzt fiigt Furlani hinzu: ,,Es ist dies 
ein Beweis dafiir, daB in den Bouillonkulturen der vom Pigment 
gebundene Sauerstoff nach Entzug des Luftsauerstoffs aufgebraucht 
worden ist, und daB dem vom Pigment locker gebundenen Sauerstoff 
die gleiche Verwendung zukommt wie dem Luftsauerstoff.“‘ Richtig 
ist allerdings die Beobachtung, daB die Farbe des Pyocyanins von 
Sauerstoff regeneriert wird, aber diese Regeneration der Farbe ist 
doch noch kein Beweis dafiir, daB das Pigment in diesem gefarbten 
Zustande locker gebundenen Sauerstoff enthalt. Die Méglichkeit einer 
Leukofarbstoff-O,-Bindung ist denkbar, aber der Beweis einer solchen 
Bindung ist durch obenstehende Beobachtung nicht geliefert worden 

Eine Bindung von Sauerstoff an dem Pigment des B. prodigiosus 
und des Ps. pyocyanea oder an den Bakterien selber, ist von Ewart 
und auch von Shibata? infolge genauer Untersuchung abgelehnt worden 


‘ Furlani. |. . 
2? Shibata, Jahrb. f. wiss. Bot. 51, 212, 1912. 
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Furlani kennt diese Versuche, er behauptet aber, daB nicht aller , locker 
gebundener Sauerstoff abgegeben wird, wenn die O,-Spannung auf Ny 
sinkt, aber daB diese Abgabe des Sauerstoffs bisweilen nur dure} 
Reduktionsmittel zu erzielen ist. Er stiitzt diese Auffassung auf <j 
Untersuchungen von Ray-Lankaster, Griffith und von Krukenhery 
die gezeigt haben wollen, daB es Atmungspigmente gibt, die nich 
durch molekularen Wasserstoff reduziert werden kénnen. Nach Fur/ay 
kommt ein Pigment wohl dann als Sauerstoffiibertrager in Betrach 
.,wenn es durch einen lebenden Organismus zur Base reduziert, never!ic'| 
befahigt ist, Sauerstoff zu binden, und sich dieser Wechsel von Oxydation 
und Reduktion durch langere Zeit wiederholen |aBt‘*. Hier zieht nach 
meiner Meinung Furlani einen FehlschluB, da wir durch Unter 
suchungen Wielands wissen, daB nicht jeder Farbstoff (Pigment), de 
durch einen Organismus reduziert werden kann und durch den Sauerst oft 
regeneriert wird, ein Sauerstoffiibertriger zu sein braucht. 


Ich werde in meinen Versuchen zeigen, daB es geniigt, dem Pyocyani 
die Funktion eines Wasserstoffakzeptors zuzuschreiben, ohne da es 
nétig ist, darin gerade die Anwesenheit ..lockeren Sauerstoffs*’ an 
zunehmen. 


ll. Beobachtungen iiber das Verhalten des Pyocyanins in Kulturen yon 
Pseudomonas pyocyanea. 


Zu der Meinung, daB dem Farbstoff ,,Pyocyanin™ eine Bedeutung 
im Stoffwechselprosse des Ps. pyocyanea -zugeschrieben werden muh 
kam ich durch die folgenden Beobachtungen?. 


a) In einem groBen Erlenmeyerkolben (Inhalt 1 Liter) mit sterilem 
Leitungswasser und 10°, sterilem Blutfibrin? war 1 cem einer Rein 
kultur des Ps. pyocyanea in Fleischwasser gebracht worden. Der Kolben 
wurde bei 37°C im Brutschrank belassen; nach einiger Zeit war iippiges 
Wachtum des Bakteriums wahrzunehmen. Wurde nun der ganze Inhalt 
geschiittelt» so bekam die anfangs gelb-graue Fliissigkeit eine dunke! 
blaue Farbe. LieB man den Kolben wieder ruhig stehen, so wurie 
innerhalb 10 bis 15 Minuten die 10cm hohe Schicht der Kultur 
fliissigkeit wieder entfarbt bis auf eine ganz diinne Schicht an der 
Oberfliche. Die Entfirbung fing unten im Kolben an und ging immer 
weiter nach oben. Beim Schiitteln an der Luft trat wieder schnell 
Blaufarbung ein. Man konnte dieses Spiel unzihlige Male wiederholen 


' DaB auch Furlani dem Pyocyanin eine Bedeutung beim Stoffwechse! 
zugeschrieben hatte, war mir zu der Zeit als ich meine Versuche anste!!t: 
noch unbekannt. 

2 Nebst 0.2% K,HPO, und 0,5°, Glucose. 
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Auch Kulturen in Fleischwasser, Milch, Peptonlésung zeigten 
venau dasselbe Verhalten, allein war die Blaufairbung nicht so schén 
wie in der Fibrinkultur. 


Weiter beobachtete ich, daB altere Kulturen das Pyocyanin nur 
langsam entfairbten, und daB abgetétete Kulturen die Reduktion (Ent- 
farbung) gar nicht mehr ausfiihren konnten. 


Wurde eine Ps. pyocyanea-Kultur, nachdem gute Farbstoffbildung 
stattgefunden hatte, in eine luftdicht geschlossene Flasche (die ganz 
gefillt wird) tibertragen, so trat eine totale Entfiarbung des Inhalts 
auf. eine blaue Oberflichenschicht war dann nicht mehr zu beobachten. 


Hieraus kann man nun folgendes schlieBen: 


1. Der blaue Farbstoff Pyocyanin entsteht durch den Luftsauerstoff 
aus einer Leukoverbindung. 


2. Die Leukoverbindung entsteht wahrend des Dissimilations- 
prozesses von Ps. pyocyanea. 


b) Die folgende Beobachtung macht es nun aber unwahrscheinlich, 
daB das Pyocyanin durch eine einfache Sauerstoffentziehung aus der 
Leukobase hervorgeht. 

Die wiisserige Lésung des isolierten Farbstoffes (Pyocyanin) 
wurde im Becherglase in einen Vakuumexsikkator gestellt. Die Luft 
wurde mittels einer Hochvakuumpumpe weggenommen und die letzten 
Spuren Sauerstoff mit alkalischer Pyrogallollésung entfernt. Auch 
nech langere Zeit wahrendem Stehen war keine Entfirbung der Pyo- 
cyaninlésung zu beobachten. 

c) Die Entfarbung einer Pyocyaninlésung konnte jedoch erreicht 
werden durch Reduktion mittels (NH,),S oder Na,S,O, bei schwach 
alkalischer Reaktion und durch Reduktion mit Wasserstoff in statu 
nascendi. Auch durch Erwarmen mit schwach alkalischer Glucose- 
lésung ist Entfairbung des Pigmentes zu erzielen. 


Wir kénnen also den SchluB ziehen, daB die Entfarbung des 
Pyoeyanins ein ReduktionsprozeB ist. 

Fassen wir wieder diese Beobachtungen zusammen, dann sehen wir: 

1. Eine Kultur von Ps. pyocyanea kann das Pyocyanin wahrend 
seines Stoffwechselprozesses entfarben. 

2. Einfache Sauerstoffentzichung hat keine Entfirbung einer 
Pyocyaninlésung zur Folge. 


3. Die Zufuhr von Sauerstoff kann die ungefarbte Verbindung 
wieder in das blaue Pyocyanin zuriickfiihren. 
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4. Die Entfarbung des Pyocyanins in Lésung kann auch dure} 
Reduktion erzielt werden. 

Wahrscheinlich ist also die Entfarbung des Pyocyanins in einer 
Kultur von Ps. pyocyanea das Resultat eines Reduktionsprozesses. «as 
durch die Mikrobe oder durch seine Stoffwechselprodukte zustand 
gebracht wird. 

Jetzt kann man sich zwei Méglichkeiten denken: 

I. Das blaue Pyocyanin enthalt mehr Sauerstoff als das ungefarbt, 
Pigment, und dieser Sauerstoff wird ihm durch das Bakterium wahrend 
seines Dissimilationsprozesses wieder genommen. 

Il. Oder das ungefarbte Pyocyanin enthalt mehr labil gebundene: 
Wasserstoff als das blaue Pyocyanin, und dieser Wasserstoff wird durch 
den Luftsauerstoff oxydiert. 

Im letzten Falle wiirde das Pigment aus dazu fahigen Verbindunge: 
Wasserstoff aufnehmen und diesen wieder an Luftsauerstoff abgeben 
Das Pigment wiirde also ein Wasserstoffakzeptor im Sinne Wieland: 
und Thunbergs sein. 


Wir kénnen dann den EntfarbungsprozeB wie folgt deuten 
Pyocyanin — Wasserstoff —> Pyocyanin -Wasserstoff 
und 


Pyocyanin -Wasserstoff + Sauerstoff —» Pyocyanin — H,QO,. 


Wir werden in Abschnitt IV zeigen, daB diese Auffassung aller 
Wahrscheinlichkeit nach die richtige ist. 


Il}. Bildung und Isolierung des Pyoeyanins. 


Fiir die Versuche, nachzuweiseri, daB das Pyocyanin, wenn es 
die Leukobase iibergefiihrt wird, wirklich als Wasserstoffakzeptor 
fungiert, brauchte ich gréBere Mengen dieses Farbstoffes. Um dies: 
zu bekommen, ziichtete ich anfangs Ps. pyocyanea in Fleischwasse1 
in einem Erlenmeyerkolben. Die Ausbeute an Pyocyanin war aber 
sehr gering. Ich beobachtete aber bald, daB diese Ausbeute gréber 
wurde, wenn die Schichten diinner waren, also dem Luftsauerstoff besser: 
Zutritt in allen Teilen des Kulturmediums méglich war. 


s 


Offenbar bildet Ps. pyocyanea in den Fallen, in welchen ihr reichli 
Sauerstoff als Wasserstoffakzeptor zur Verfiigung steht, eine griéber 
Menge Pyocyanin, was man in der Weise deuten konnte, daB nebe 
Reservestoffen, welche als Dissimilationssubstrat dienen kénnen 
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wich Reserve-Wasserstoffakzeptoren in der Zelle gelagert werden. 
\uf Grund dieser Cherlegung versuchte ich, diese stirkere Bildung 
des Pigmentes auch in héheren Fliissigkeitsschichten zu bekommen, 
und versuchte dies dadurch zu erreichen, daB die Bakterien in allen 
feilen des Kulturmediums einen Wasserstoffakzeptor zur Verfiigung 
hatten, welcher den Luftsauerstoff vertreten konnte. In diesem 
Falle kénnte man erwarten, daB das Pyocyanin fortwihrend und 
sofort regeneriert werden wiirde und dadurch eine gute Bildung 
des Farbstoffes gesichert sein wiirde. Diesen Wasserstoffakzeptor 
fand ich im Kaliumnitrat. Wurden kleine Mengen dieses Stoffes 
der Kulturfliissigkeit zugefiigt, dann war das Medium dauernd blau 
yefarbt und ich erhielt gute Ausbeuten an Pyocyanin in bequemer 
Weise. Ich benutzte bei diesen Versuchen das folgende Kultur- 
medium : 

Leitungswasser, 1°,, Pepton- Witte, 0,2°,, KH PO,, 0.2%, KNO,, 
0.01% MgSO,, 0,2°, NaCl. 


Ich benutzte Erlenmeyerkolben (1 Liter Inhalt); jeder mit etwa 
200 com Fliissigkeit, diese wurden sterilisiert und geimpft mit 1 ccm 
einer Kultur von Ps. pyocyanea in Fleischwasser. Der Kolben wurde 
2 Tage bei 36 bis 37°C gestellt, nach welcher Zeit der Inhalt dunkelblau 
geworden war. Die Kulturfliissigkeit wurde dann einmal im Scheide- 
trichter mit der gleichen Menge Chloroform ausgeschiittelt. Die ge- 
sammelten Chloroformmengen wurden ausgeschiittelt mit einer geringen 
Menge sehr schwach angesiuerten Wassers, das blaue Pyocyanin geht 
dann mit violett-roter Farbe als Salz in das Wasser iiber, das Chloroform 
wurde abgelassen, das Wasser wieder alkalisch gemacht und jetzt die 
wieder blaue Pyocyaninbase abermals in Chloroform aufgenommen. 
Dies wurde dreimal wiederholt und die letzte rosagefirbte wasserige 
Lésung des Pyocyaninsalzes bei etwa 15° C im Faust-Heimschen Apparat 
his zur Trockne eingeengt. Es restierten dunkelrot-violette Nadeln 
In dieser Weise konnte in 3 Tagen aus | Liter Kulturfliissigkeit 300 
bis 350 mg des Pyocyaninsalzes isoliert werden. LaBt man die geimpfte 
Kulturfliissigkeit linger als 2 bis 3 Tage bei 37°, dann kann Braun- 
bis Schwarzfarbung des Kulturmediums auftreten und das Pyocyanin 
ist verloren gegangen, wahrscheinlich entsteht dann ein Oxydations- 
produkt des Pigments’. 

Wie schén ein dazu geeigneter Ps. pyocyanea-Stamm auf die Zu- 
gabe von Kaliumnitrat zu dem Kulturmedium mit intensiverer Farb- 
stoffbildung reagieren kann, geht aus nachstehender Tabelle hervor. 


' Vergleiche hierfiir: Furlani, Sitzunsgber. d. Math.-naturwiss. Klasse 
Wien 128, 29 und 30, 1919. 
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Tabelle A. 


Kulturfliissigkeit: Leitungswasser. 1°, Pepton-Witte. 0,1°, K,HPO, 

0,01L° MgSO,. Jenaer Erlenmeyerkolben von 100 ccm. Menge der Fliissiy 

keit 60 com. Versuchstemperatur 36°C. Farbe beobachtet ohne Schiitte!) 
Geimpft mit leem einer Ps. pyocyanea-Kultur in Fleischwasser. 





Zugetugtes Farbe nach 
KNO 
einem Tage zwei Tagen drei Tagen finf Tagen 

0 gelb gelb gelb braun 

0,1 hell-griin griin gelb-orange blau-braun 
0,2 grin-blau blau blau dunkelblau-braur 
0,4 blau E dunkelblau blau-schwarz 
0.6 dunkelblau dunkelblau schwarz: blau schwarz-blau 


Tabelle B. 


Alles wie bei Tabelle A, nur war die Menge der Fliissigkeit im Erlenmeye: 
kolben 25 cem. 





ary, am Farbe nach 

K NO, 
0 einem Tage zwei Tagen drei Tagen fint Tagen 
0 gelb gelb gelb-blaugriin braun 
01 griin-hellblau —griin-hellblau blau blau-schwar: 
0,2 hellblau blau dunkelblau schwarz 
0,4 dunkelblau dunkelblau dunkler blau 
0,6 dunkler blau dunkler blau  schwarz-blau 


Aber nicht jeder Ps. pyécyanea-Stamm reagiert in der oben dar 
gestellten Weise auf die Zufiigung von Kaliumnitrat. Es gab auch 
Stamme, die, in diinner Schicht an der Luft kultiviert, gute Pyocyanin- 
bildung zeigten, aber in einem Kulturmedium mit Kaliumnitrat kein: 
Spur Pyocyanin bildeten, also sogar das umgekehrte Verhalten wi 
oben zeigten. Diese Staéimme zersetzten das Kaliumnitrat so rasch 
daB eine starke Schaumbildung in den Kulturen zu beobachten war. 
Ich vermute, da8 fiir diese Stéimme das Nitrat und seine Hydrierungs 
produkte (KNO,, N,O) so gute Wasserstoffakzeptoren sind, daB das 


1 Beim Schiitteln der Kulturen, denen KNO, zugefiihrt war, wurd: 
die Farbe nicht intensiver. Tatsachlich hat also die Zufiigung des Nitrat 
eine gréBere Konzentration an nicht reduziertem Pyocyanin zur Folge. 
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Pyocvyanin dann fiir diese Stémme seine Bedeutung als Katalysator 
des Dissimilationsprozesses verliert, und daB8 unter diesen Umstainden 
auch keine Bildung des Pigmentes stattfindet. 


IV. Versuche mit Pyocyanin als Wasserstoffakzeptor. 


Der direkte Weg um nachzuweisen, daB das Pyocyanin ein Wasser- 
stoffakzeptor ist, wiirde schwierig sein. Man kann aber indirekt zeigen, 
daB das Pyocyanin imstande ist, einen unverkennbaren Wasserstoff- 
akzeptor in seiner Wirkung zu vertreten. Es zeigte sich nun, daB das 
Methylenblau ein Wasserstoffakzeptor ist, mit welchem das Pyocyanin 
unter denselben Umstainden vollkommen vergleichbar ist. 


Erster Versuch. 


Der erste Versuch, in welchem das Pyocyanin als Wasserstoff- 
ikzeptor angewandt wurde, war die Entfairbung desselben durch Form- 
aldehyd in Gegenwart von frischer und dazu geeigneter Milch, also 
die sogenannte Schardinger-Reaktion. 


Wie allgemein angenommen, wird bei dieser Reaktion der Form- 
aldehyd durch das Methylenblau dehydriert; es entsteht Ameisen- 
siure und Leukomethylenblau. Ebenso wie in den Versuchen mit 
Methylenblau, tritt auch in denjenigen mit Pyocyanin eine Ent- 
firbung des Farbstoffes auf. War die Milch nicht fahig, das Methylen- 
blau in Gegenwart von Formaldehyd zu entfarben, so tritt auch 
keine Entfarbung des Pyocyanins ein. In einem Wort: das Pyocyanin 
verhalt sich genau so wie das Methylenblau unter denselben Umstanden, 
wie man aus untenstehender Tabelle ersehen kann. 


Bei jedem Versuche wurde zu 20cem Milch 1 cem einer Lésung 
von der Zusammensetzung : 


Alkoholische Methylenblaulésung. . . . leem 
oa | lr 
Formaldehyd, 40%ig...«.....-. 1 » 


zugegeben. 


Die alkoholische Methylenblaulésung enthielt : 


Methylembies. .. sc cee secnsrieas Ag 
Dn fa <« « «¢ 6 ee a @ e «oe fe eee 
ee os 2s 2 ey ea eS eS eG eee oe 


Fiir die Versuche mit Pyocyanin wurde in diesen Lésungen statt 
Methylenblau Pyocyanin angewendet. 
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Tabelle I. 


Die Schardingerreaktion mit Methylenblau und Pyocya 


Versuchstemperatur 50° C. 





vow : Se oe Zeit ete ‘ 7 
= Zugetigt — Wamsertol ig Eniarbung Waserafl | bs Et 
{ Mileh | Formol Methylenblau “~ Pyocyanin “ 

| nichts = ~ 7 wv” 
9 { Formol ~ n~ 
. " | nichts a" nm = vn” 
2 | Formol 3} Min . 4 Mi 
. ” | nichts i * 
4 | Formol ‘ S Min. ‘ 10 M 
| nichts - ° ~ ; 


* Nach 15 Minuten sehr geringe Enttarbung. 


Wie wir sehen, verhalt sich das Pyocyanin bei diesen Versuche: 
dem Methylenblau durchaus ahnlich. 


Zweiter Versuch. 


Im zweiten Versuche habe ich zeigen wollen, daB ein aerober 
Organismus, wie ein Essigbakterium, seine Dissimilations- und Assi 
milationsprozesse auch dann durchfiihren kann, wenn statt des freien 
Sauerstoffs ein Wasserstoffakzeptor im Kulturmedium zugegen ist, und 
daB es gleichgiiltig ist, ob dieser Wasserstoffakzepter Methylenblau 
oder Pyocyanin ist. 

Wir gaben in LEinhornkélbchen eine Lésung von 2°, Glucos 
oder 2°, Mannit in Hefedekokt und fiigten nun so viel einer aufgekochte: 
Methylenblau- oder Pyocyaninlésung hinzu, daB der Gehalt an Farbstoft 
0,0025°,, wurde. Jetzt wurde geimpft mit einer Reinkultur von Aceé: 
hacter aceti Beijers und die Kélbchen 48 Stunden bei 30°C im Brut 
schrank belassen. Nach dieser Zeit war im geschlossenen Schenk 
des Kélbchens Entfarbung des Farbstoffes und zugleich ein deutliches 
Wachstum des Bakteriums zu beobachten. In den Fallen, in welche: 
kein Farbstoff zugefiigt worden war, war im geschlossenen Schenke! 
kein Wachstum zu beobachten. Wo Glucose als Nahrsubstrat dient: 
und also Saurebildung eintrat, war das Pyocyanin im offenen Schenke! 
durch die gebildete Saure rétlich gefarbt. Falls Mannit benutzt wurcd: 
und also keine Saureproduktion stattfand, war die Farbe des Pyocyanin- 
im offenen Schenkel blau wie zuvor. 


Die Ergebnisse findet man in nachstehender Tabelle I zusamme: 
gefaBt. Auch hier kann man wieder sehen, daB das Pyocyanin sic! 
genau so verhilt wie das Methylenblau. 
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Tabelle 11. 
rani Versuch mit Acetobacter aceti Beijer. 


\\ulturmedium: Hefedekokt. Versuchsdauer: 48 Stunden. Temperatur 30°C. 





— -~— ———_—— 
eit Zugefugte Zugefiigter Geschlossener Schenke! Offener Schenke! 
Ent Versuch Kohlenstoff- Wasserstoff- a es as 
UN verbindung akzeptor Wachstum Farbe Wachstum = Farbe 
Greimpft Glucose keiner _ + 
~ . 
if » Mannit “ ie ae 
. Glucose Methylenblau t entfarbt -- blau 
‘ * Mannit o a # + e 
| i Glucose Pyocyanin . “ + rot 
x is Mannit ‘ ne blan 
is Nicht geimpft Glucose Methylenblau blau - 
- > Pyocyanin — . — ” 
- Mannit ‘ “ » 
Dritter Versuch. 
che 
Der dritte Versuch war darauf gerichtet, zu zeigen, dab, wenn man 
yirendem Mazerationssaft Pyocyanin zufiigt, man, ebenso wie nach 
der Zufiigung von Methylenblau, im Versuchsmedium <Acetylmethy!- 
carbinol nachweisen kann. 
ober Zur Erlauterung diirfte folgendes dienen. Bekanntlich nimmt ’ 
Assi Neuberg als Zwischenprodukt bei der alkoholischen Garung Methy!- 
poten glyoxal an und denkt sich hieraus den Alkohol mittels einer gemischten 
ane Cannizzaro-Umlagerung (Dismutation) mit Acetaldehyd entstanden. 
blau Dieser ProzeB 1aBt sich selbstverstandlich auch als eine gekuppelte 
Dehydrierung und Hydrierung formulieren: 
CORSE OH OH 
hte CH,.CO.C OH + Akzeptor —» CH;.CO.C< + Akzept or- Wasserstoff 
H 
. TT 
not und 
rel OH H 
CH,.CO.C< CH,.Cs CO,. 
rut Hi, . CC SO z ad O 2 
uke Bei der normalen Garung ist der auftretende Akzeptor Acetaldehyd, 
‘hes und dieser wird also in Athylalkohol tibergefiihrt. 
her ; 
kel Neuberg und Reinfurth' haben gezeigt, daB eine Zufiigung von 
” Acetaldehyd zu einer girenden Zuckerlésung zur Folge hat, daB der 
i . . oe oe . va 
kel Acetaldehyd in Acetylmethylearbinol tibergefiihrt wird. Aluyver, 
| . “ s 
f Donker und Visser ’t Hooft? haben nun in Ubereinstimmung hiermit 
tit ; - ‘ 
“ dargetan, daB die Zufiigung von einem Wasserstoffakzeptor zu einer 
garenden Zuckerlésung, welcher also in dem Prozesse (in der ersten 
. oe . % , 
Gleichung), oben dargestellt, als solcher auftreten wiirde, einen Uber- 
j ? 
1c] ‘ Neuberg und Reinjurth, diese Zeitschr.148, 553, 1923. 
2 Kluyver, Donker und Visser *t Hooft, ebendaselbst 161, 362, 1925. 
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schuB an Acetaldehyd und also auch eine Bildung von Acetylmet}hy 
carbinol zur Folge haben muB. So verursacht die Zufiigung von Methy|«) 
blau zu einer garenden Zuckerlésung die Bildung von Acetylmet hy! 
carbinol (bisweilen auch von dem Hydrierungsprodukt des Carbino!|, 
dem 2-3-Butylenglykol). 


Ich werde nun zeigen, daB auch die Zufiigung von Pyocyanin 2) 
girendem Mazerationssaft Acetylmethylcarbinol entstehen J4Bt wn 
diese Substanz nach obiger Auffassung also auch als Wasserstoff 
akzeptor auftreten kann. 


Das Acetylmethylearbinol wurde nach Lemoigne via Diacety! in 
das Dimethylglyoxim iibergefiihrt und als Nickeldimethylglyoxim 
nachgewiesen. Die Versuche wurden angestellt mit Mazerationssaft 
einer Unterhefe, zu dem 10°, Glucose und 0,1°, Methylenblau oder 
0,1°, Pyocyanin zugefiigt worden war. Der Mazerationssaft selbet 
enthielt keine Spur von Acetylmethylcarbinol, und die Kontrollproben 
zeigten nur eine sehr geringe Bildung dieser Substanz. 

Aus der Tabelle III ist ersichtlich, wie das Pyocyanin sich auch 
hier ganz dem Wasserstoffakzeptor Methylenblau ahnlich verhalt 
DaB das Pigment, wie in den anderen Versuchen, nur einer Reduktion 
anheimgefallen ist, zeigte sich, indem die Lésung, mit Luft geschiittelt 
sofort wieder die Farbe des Pigmentes annahm. 


Tabelle 111. 
Versuch mit Mazerationssaft. 


Konzentration des Wasserstoffakzeptors 0,1°. Versuchstemperatur 30° ( 
Dauer 2 Stunden. 





Zugefugtes Kohlen- Zugetiigter 


hvdrat Waserstoffakzeptor Acetylmethylcarbinol 2+3-Butylenglykol 
10% Glueose keiner Spur _— 
1. ” Fe a — 
1G, - Methylenblau 
1) , ” Pyocyanin -+ Spur 
Blanko keiner — 


V. Uber die biologische Bedeutung des Pyocyanins. 


Jetzt bleibt noch iibrig, die Rolle des als Wasserstoffakzeptor 
erkannten Pyocyanins im Atmungsprozesse von Pseudomonas pyocyanea 
niher zu betrachten. Stellen wir uns hierbei auf den Standpunkt der 
,einheitlichen Deutung’’ Oppenheimers, wie diese unabhangig von 
Szent-G yorqyi, von Fleisch und von Kluyver und Donker befiirwortet 
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ist und wobei also die wesentlichen Annahmen der Wielandschen und 
Warburgschen Atmungstheorien vereinigt werden. 

Wir denken uns, daB in erster Instanz eine Aktivierung des Wasser- 
stoffs in den Atmungssubstraten durch das Bakterienprotoplasma 
bewirkt wird. Der aktivierte Wasserstoff kann dann entweder sofort 
an den durch das Warburgsche Eisensystem aktivierten Sauerstoff 


.bgegeben werden, oder und dies wird wohl in den meisten Fallen 
zutreffen — es wird dabei ein Zwischenkérper, ein Wasserstoff- 


iransporteur, auftreten, welcher den Wasserstoff von der Protoplasma- 
Substrat-Verbindung ablést und denselben erst nachher auf den 
aktivierten Sauerstoff iibertragt. Es liegt nun auf der Hand, dem 
Pyocyanin die Rolle eines Wasserstofftransporteurs zuzuschreiben. 

Oppenheimer’ betont nun mit Recht, daB die Bedeutung eines 
derartigen indirekten Wasserstoffiibertragungs-Mechanismus wohl in 
der dadurch herbeigebrachten Reaktionsbeschleunigung zu suchen sein 
wird. Wenn also unsere Annahme des Pyocyanins als Wasserstoff- 
akzeptor zutrifft, miissen wir erwarten, daB Stamme von Pseudomonas 
pyocyanea mit starkerer Pigmentbildung auch einen kraftigeren Stoff- 
wechsel aufweisen als solche mit schwiacherer Pigmentbildung. Es ist 
nun in diesem Zusammenhang wichtig, daB Furlani® tatsichlich beob- 
achtet hat, daB eine Kultur von Ps. pyocyanea mit starker Pigment - 
bildung in derselben Zeiteinheit einen gréBeren Stoffumsatz aufwies 
als eine gleich alte Kultur mit geringer Pigmentbildung. Ohne dies 
als einen endgiiltigen Beweis fiir die gegebene Auffassung zu betrachten, 
wird dieselbe dadurch doch zweifellos gestiitzt. 

Wahrend obige Betrachtungen sich auf die Rolle des Pyocyanins 
in der Zelle von Ps. pyocyanea beschrinken, darf nun weiter nicht 
vergessen werden, daB das Pyocyanin in den Kulturen dieses Bakteriums 
zweifellos aus den Zellen hinaustritt und als wasserléslicher Wasserstoff- 
transporteur fiir die Kultur als ganze betrachtet noch weit gréBere 
Bedeutung erlangt. Es unterliegt kaum einem Zweifel, daB das Pyocyanin 
eben erst das Leben der Ps. pyocyanea-Zellen in de tieferen sauerstorf- 
losen Schichten der Kulturfliissigkeit erméglicht. Wir haben in Ab- 
schnitt Il gesehen, wie eine Ps. pyocyanea-Kultur, die nicht an der Luft 
geschiittelt worden ist, aussieht. Nur in einer diinnen Schicht an der 
Oberfliche kann man die blaue Farbe des Pigmentes beobachten 
die tieferen Schichten sind alle nur gelb und gelb-griin gefarbt durch 
das Fluorescein. Wir sehen also, daB die Dehydrierung des Leuko- 
pyocyanins nur in den oberen sauerstoffreichen Schichten stattfindet. 


! Vgl. hierfiir Oppenheimer, Lehrb. d. Enzyme, 8. 498. Leipzig 1927 
2 Furlani, Sitzungsber. d. Math.-naturwiss. Klasse Wien 120, 85 
und 86, 1919. 
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Die tieferen Schichten einer Kultur sind fast ohne Sauerstoff, wej 
die Mikroben der oberen Schicht den Sauerstoff darin fortwahrend 
verbrauchen und obendrein in dieser Weise das Diffundieren dieses 
Gases nach tieferen Schichten hemmen werden. Die Oxydation des 
Wasserstoffes ist also stark lokal und gebunden an diejenige Stelle 
wo (neben labilem Wasserstoff) auch Sauerstoff vorhanden sein wird 
um das Eisensystem wieder zu beleben. In dieser Hinsicht wird also 
das Pyocyanin ein Transporteur des Wasserstoffes (aus tieferen Schichtey 
nach oben) sein, weil das Pigment als Leukobase nach oben diffundierey 
kann und dann in der geeigneten sauerstoffreicheren Zone wieder 
regeneriert wird. Fiir die tieferen Schichten, wo der Dissimilations 
prozeB des Bakteriums durch Mangel an Sauerstoff fast unméglich 
geworden ist, wird das Pyocyanin tatsiachlich als Reaktionsbeschleunige: 
des Oxydationsprozesses seine Hauptrolle spielen. AuBerdem war es 
noch denkbar, daB das Pyocyanin eine Oxydation neben der Eisen 
oxydation erméglichen wiirde. Meyerhof' hatte einen Zuwachs der 
Zellatmung beobachten kénnen, wenn Methylenblau als Wasserstoff 
akzeptor auftrat. Diese Oxydation neben der Eisenoxydation war 
cyanunempfindlich. Ich konnte feststellen, daB eine verdiinnte wasserig: 
Pyocyaninlésung (l0 ccm etwa 0,002 bis 0,003°,), der 2 bis 5cem 
von einer halb molaren KC N-Lésung zugefiigt worden war, nach 
Reduktion mittels Na,S,O, beim Schiitteln an der Luft sofort wieder 
gebliut wurde, daB also die Abgabe des labilen Wasserstoffes des 
Leukopyocyanins an den Luftsauerstoff ebenfalls cyanunempfindlich 
war. Versuche, die angestellt wurden, um zu s¢hen ob eine Ps. pyocyanea 
Kultur ihren Stoffwechsel durchfiihren konnte in Anwesenheit von 
verschiedenen Mengen KCN, hatten jedoch ein durchaus negatives 
Resultat. In allen Kulturen, in welchen nach bestimmter Zeit noch 
CN’ nachzuweisen waren, war auch des Bakterium eingegangen. 

Diese Resultate sind wohl in Ubereinstimmung mit den Befunden 
von Harrison®, der gezeigt hat, daB die Oxydation des Leukomethylen- 
blaus an der Luft cyanunempfindlich ist, da8 aber die Ubertragung 
des labilen Wasserstoffes von anderen Transporteuren auf das Methylen- 
blau wohl von Spuren Eisen und Kupfer beeinfluBt, also durch CN’ 
stark gehemmt wird. 

Auch in diesem Verhalten zeigt also das Pyocyanin wiederum dic 
gréBte Ubereinstimmung mit dem Methylenblau. Wenn es daher ge- 
lingen wiirde, das Pyocyanin in gréBeren Quantitaiten darzustellen 
wire es zweifellos fiir Stoffwechselversuche vor dem unphysiologischen 
Methylenblau zu bevorzugen. 


' Meyerhof, Pfliigers Arch. 169, 87, 1917; 170, 367, 19138. 
2 Harrison, Biochem. Journ. 21, 335, 1927. 
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VL. Versuch einer neuen Einteilung der farbstoffbildenden Bakterien. 


Nachdem wir in Abschnitt | gesehen haben, wie wenig die heutige 
llvemeine Ansicht, soweit es die pigmentbildenden Bakterien betrifft 
in Ubereinstimmung ist mit den Resultaten ilterer und neuerer For- 
.chungen, ist es meines Erachtens nicht iiberfliissig, eine neue Einteilung 
der farbstoffbildenden Bakterien zu versuchen. Folgende Einteilung 
entspricht besser den verschiedenartigen biologischen Bedeutungen 
der Bakterienpigmente. 

[.Gruppe. Zu dieser Gruppe sind zu rechnen die Bakterien, in 
welchen das Pigment, unter dem EinfluB des Lichtes, die Kohlenstoff- 
sssimilation katalysiert. 

Hierzu gehéren: die Schwefelpurpurbakterien, die Chlorobakterien. 

II.Gruppe. Zu dieser Gruppe sind zu rechnen die Bakterien, fiir 
welche das Pigment als Sauerstoffspeicherer fungieren kann. 

Der vom Pigment gespeicherte Sauerstoff wird bei niedriger O,- 
Spannung an die Umgebung abgegeben und kann durch CO und einige 
indere Gase im Pigment verdriingt werden. 

Von einigen Arten dieser Bakterien kann man nur unter bestimmten 
Bedingungen gefirbte Kulturen bekommen. | ‘ 

Hierzu gehéren auf Grund der Untersuchungen Shibatas und 
Ewarts: 

die farbstoffbildenden Sarcinen; z. B. Sarcina aurantiaca, Sarcina 
osea und Sarcina lutea. 

Weiter: B. brunneus, B. fuscus, B. violaceus, B. arborescens, 

B. turcosus, B. herveolus, B. janthinus wnd verschiedene andere. 

Micrococcus agilis, Staphylococcus pyogenes citreus. 

III.Gruppe. Zu dieser Gruppe sind zu rechnen die Bakterien, 
fiir welche das Pigment als Wasserstoffakzeptor fungieren kann, indem 
es den labilen Wasserstoff der Dissimilationssubstrate auf den Luft- 
sauerstoff iibertriagt. 

Hierzu gehért: Ps. pyocyanea 


Zusammenfassung. 

1. Es wird gezeigt, daB die allgemeinen Ansichten iiber die Art 
ind die Bedeutung der Bakterienpigmente, wie man diese in den 
neueren Lehrbiichern erwahnt findet, nicht im Einklang sind mit den 
Resultaten Alterer und neuerer Forschungen. 

2. Es werden Beobachtungen erwahnt, aus welchen man schlieBen 
kann, daB die Entfarbung des Pyocyanins und die Regeneration des 
Farbstoffes durch den Luftsauerstoff (wie dies in Ps. pyocyana-Kulturen 
stattfindet) eine biologische Bedeutung haben muB 
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3. Es wird eine Methode beschrieben, um mit bestimmten ?, 
pyocyanea-Stammen schnell eine gute Pyocyaninbildung zu bekomny 

4. Im AnschluB an dieser Methode wird die Meinung ausgesproche 
daB, ebenso wie dies fiir die gewéhnlichen Reservestoffe der Fal] js: 
auch Wasserstoffakzeptoren durch die Mikrobenzelle angelagert were) 
kénnen. 

5. Es werden Versuche beschrieben, aus welchen ersichtlich js: 
daB die Uberfiihrung des Pyocyanins in die Leukobase seiner Funkt io: 
als Wasserstoffakzeptor entspricht. 

6. Es wurde festgestellt, daB die Oxydation des Leukopyocyanins 
zu Pyocyanin durch den Sauerstoff cyanunempfindlich ist. 

7. Die biologische Bedeutung des Pyocyanins wird besproche: 
und es wird die Ansicht geiuBert, daB das Pyocyanin in Kulturen als 
Wasserstoffiibertrager bei den Dissimilationsprozessen fungieren kam 


Es ist mir eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle Herrn Proj 
Dr. A. J. Kluyver meinen Dank fiir seine Anregung, Hilfe und Kritik 
wahrend dieser Arbeit zu sagen. 
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Uber den Angriffspunkt der Hypophysenausziige. 
Von 
H. Tangl und L. Hazay. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 24. Oktober 1927.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Seit der Feststellung von Scharpey-Schafer und Mitarbeitern, dab 
Hypophysenextrakte eine Wirkung auf die Harnsekretion ausiiben, 
erschienen zahlreiche Arbeiten, die jedoch leider in dieser Hinsicht 
keine einheitliche Vorstellung gestatten. Schon iiber die Wirkungs- 
weise der Hypophysenextrakte gehen die Ansichten auseinander. 


So fand v.d. Velden bei an Diabetes insipidus leidenden Menschen 
eine diuresehemmende Wirkung, wogegen Schafer und Hering, Magnus, 
Oehme, Abel berichten, daB sich nach subkutaner Pituitrininjektion bei 
Kaninchen, Katzen und Hunden eine Diurese einstellt. Konschegg und 
Schuster geben an, daB bei kleinen Gaben von Hypophysenausziigen Diurese 
auftritt, daB dagegen bei einer Erhéhung der Menge Hemmung der Diurese 
erfolgt. Demgegeniiber fand wieder de Motzfeld, da®B nach Verabreichung 
von Hypophysenausziigen bei verschiedenen Tieren stets eine verschieden 
groBe Hemmung eintritt. 

Nicht nur hinsichtlich der Wirkungsart sind die Ansichten ver- 
schieden, sondern auch beziiglich des Angriffspunktes der Hypophysen- 
extrakte findet sich keine Ubereinstimmung. Besonders in neuerer 
Zeit tritt immer mehr die Ansicht in den Vordergrund, daB die Hypo- 
physenausziige fast gar nicht renal, sondern extrarenal wirken. 

So fand unter anderen Brunn, daB nierenlose Tiere, wenn sie Hypo- 
physenausziige eingespritzt erhalten, eine erheblich gréBere Menge Wasser 
im Kérper aufspeichern als Tiere, denen keine Ausziige verabreicht werden. 
Meyer und Meyer-Bisch untersuchten nach der Verabfolgung von Hypo- 


. 


physenausziigen die Menge der Lymphe sowie deren EiweiB- und Kochsalz- 
gehalt. Sie fanden eine Verminderung der Lymphemenge und eine Zunahme 
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der festen Bestandteile und schrieben dies einer priméren Wasserretent io; 
zu. Dieser Ansicht schlossen sich neuerdings Molitor und Pick an. Nac} 
ihrer Ansicht liegt das Gebiet der Diuresehemmung des Pituitrins in de; 
Hauptsache im extrarenalen Gewebe und nicht in der Niere. Im Gegensatz 
zu den erwaéhnten Autoren fanden wieder andere, wie Wirz, Bauer und 
Aschner, Fromherz und Oehme, keinen gesetzmaBigen EinfluB auf die Aus 
tauschvorgiinge zwischen Blut und Gewebe. Oehme suchte auch an nieren 
losen Tieren die Frage zu lésen, indem er nach der Injektion von Hypo 
physenausziigen die Verschiebung des Blutwassergehalts ermittelte, wobe; 
er sich auf den Nachweis der Eiwei®B- und Hamoglobinmenge im Blut: 
stiitzte. Es lie® sich keine Anderung im Gehalt dieser beiden Stoffe vor 
und nach der Einspritzung feststellen. 


Dieser Widerspruch in den Literaturangaben veranlaBte uns 
festzustellen, wo eigentlich der Angriffspunkt der Hypophysenausziige 
liegt. Unsere Untersuchungen wurden vor allen Dingen an iiberlebenden 
Froschnieren vorgenommen, da wir auf diese Weise unabhingig vom 
Koérper die direkte Wirkung auf die Niere ermitteln konnten. Gleich.- 
zeitig suchten wir auch die Frage zu beantworten, welche Wirkung 
unsere Hypophysenausziige auf den intakten Forschkérper entfalten 
und welche Unterschiede sich in der Menge des Harns und des Konzen 


trierungsvermégens der Niere ergeben. 


Methodik. Bei den Untersuchungen der iiberlebenden Nieren von 
Rana esculenta verwendeten wir die Methode von Barkan, Broemse 


und Hahn. 


Die herauspraparierte Niere wird mit einer gepufferten Durchstrémungs 
fliissigkeit durchspiilt, wobei der Druck so gehalten wird, da er den normalen 
Verhiltnissen entspricht. Nach diesem Verfahren gelang es den genannten 
Autoren, die Niere in normaler Funktion wahrend 8 bis 9 Stunden zu 
erhalten. Eine ausfiihrliche Beschreibung findet sich in der Zeitschr. f. 
Biol. 74, 1921. Wir versetzten die Durchstrémungsfliissigkeit pro Liter 
noch mit lcem einer 1%igen Trypanblaulésung, womit wir das Kon- 
zentribrungsvermégen der Niere bestimmten. AuBer bei den Normalver- 
suchen wurden der den Nieren verabreichten Lésung noch Hypophysen 
extrakte in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt, und zwar 0,05 bis 
1,5 cem der standardisierten Lésung eines Praéparats der chemischen Fabrik 
Richter, Budapest. Alle Versuche wurden an miannlichen Fréschen aus 
gefiihrt, da bei diesen die Ureterkaniile viel leichter eingefiihrt werden 
kann als bei weiblichen Tieren. Die Versuchsdauer betrug 5 bis 6 Stunden. 
da die Nieren nach dieser Zeit ihre normale Funktion einstellten. Den 
Harn sammelten wir in einer kleinen kalibrierten Eprouvette. Die Farben 


konzentration bestimmten wir mit dem Authenrietschen Kolorimeter, 


wobei als Standardlésung wie bei der Durchstrémungsfliissigkeit pro Liter 


leem 1%ige Trypanblaulésung verwendet wurde. Es wurden zahlreiche 
Versuche an iiberlebenden Nieren ausgefiihrt, deren Durchschnittsergebnisse 


in der Tabelle I zusammengestellt sind. 
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Die Versuchsresultate lassen sich noch anschaulicher durch dj, 
Kurven der nachfolgenden Abbildung wiedergeben. 
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Abb. 1. 
Harnmenge. 


Ks ist hieraus ersichtlich, daB die Hypophysenausziige auf div 
tiberlebende Niere einen nicht unbedeutenden EinfluB ausiiben. Ersten: 
1aBt sich ein gréBerer Unterschied in der Harnmenge feststellen. Dic 
Nieren, die Hypophysenextrakte erhielten, lieferten viel weniger Harn 
als diejenigen ohne Zusatz. Die Verminderung der Harnmenge war 
jedoch nicht gleichmaBig, die Abnahme erfolgte langsam bis zur dritten 
bis vierten Stunde, spiter hért dann die Wirkung der Hypophysen- 
ausziige, abgesehen von den Fallen, in denen die gréBten Gaben ver 
abreicht wurden, vollkommen auf, und die Harnmenge vermehrte 
sich wieder. Leider sind die iiberlebenden Nieren trotz gréBter Vorsicht 
in der sechten bis siebenten Stunde unbrauchbar geworden, so dai} 
wir den weiteren Anstieg der Harnsekretion nicht mehr verfolgen 
konnten. Diese Verringerung der Harnmenge kénnte man ausschlieBlich 
auf eine BlutgefaBverengung zuriickzufiihren, doch geht aus Tabelle |! 
hervor, daB sich die Konzentration des Harns, gemessen an der Trypan 
blaumenge, bestimmt vergréBerte. Daraus geht hervor, daB die Nier 
in ihrer Tatigkeit nicht behindert worden ist, da sie ja in der Zeit, als 
die Harnsekretion geringer war, einen viel konzentrierteren Harn liefert: 
Je gréBer die Menge der Hypophysenextrakte war, desto mehr konze 
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trierte die Niere den Harn. Ebenso wie sich die Harnmenge verminderte, 














Ll «in 
erhédhte sich das Konzentrierungsvermégen der Niere. Nach 3 bis 
4 Stunden verminderte sich wieder die Konzentration des Farbstoffes 
im Harn. 
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Abb. 2. 
Farbenkonzentration. 
Da. wie aus den Tabellen ersichtlich ist, die Hypophysenausziige 
einen bedeutenden Einflu8 auf die Niere ausiiben, so drangt sich die j 
Frage auf, in welcher Weise die Hypophysenextrakte auf die Nieren 
wirken, d. h. auf welchen Apparat sie wirken. Da der Harn durch die 
Wirkung der Extrakte konzentriert wird, seine Menge infolgedessen 
abnimmt, so muB man hieraus unter Zugrundelegung der Theorie von 
Cushny schlieBen, daB der Angriffspunkt der Hypophysenausziige nicht 
Clit v: ee . , - . 
in den Nierenknaueln, sondern in den gewundenen Kanilchen liegt. 
ens 
Die 
rn i. 
war Der zweite Teil unserer Versuche diente zur Entscheidung der 
ten Frage, welche Wirkung Hypophysenausziige aufweisen, wenn man sie 
en- mit Trypanblau subkutan in den Froschkérper einfihrt. , 
sad Methodik: Die Frésche wurden wahrend des Versuchs in Glasschalen 
irte gebracht, in denen sie sich kaum bewegen konnten. Der Harn wurde in 
cht einem in eine kleine Glaskugel miindenden glasernen Dauerkatheter autf- 
la gefangen. Die Glaskugel hatte ein kleines Steigrohr, durch das der Harn 
hee zu jeder Zeit herausgenommen werden konnte. Bei den ersten Versuchen 
, war der Katheter dauernd in die Kloake eingefiihrt, spater aber erfolgte 
ich die Ejinfiihrung viertelstiindlich, wobei die gleichen Versuchsergebnisse 
Il erhalten wurden. Auer den Kontrolltieren hatten die Frésche subkutan 
an in steigender Menge Hypophysenausziige bekommen. Die Ausfiihrung 
ere geschah unter den gleichen Bedingungen, wie im ersten Teile unserer Ver- ’ 
suche beschrieben wurde. 
ais 
te Die Durschnittsergebnisse sind in den beiden folgenden Tabellen 
g 


und Abbildungen zusammengestellt. 
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Aus den Tabellen ist ersichlich, daB die Hypophysenausziige eine 
Wirkung auf die Harnmenge und Farbenkonzentration ausiibten. Wir 
bemerken eine Diuresehemmung, die immer starker wird, je gréBer 
die Hypophysengaben sind. Die Konzentration des Farbstoffes stand 
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Abb. 3. Harnmenge. 
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Abb. 4. Farbenkonzentration. 


dabei im umgekehrten Verhaltnis zur Harnmenge. Vergleicht man 
die Ergebnisse des ersten und zweiten Abschnittes untereinander, 
so ergibt sich, daB die Wirkung der Hypophysenausziige im ersten 
Teil viel starker war, als im zweiten. Diese Tatsache ist jedoch insofern 
leicht erklarlich, als die Wirkungsstoffe hier in viel konzentrierterer 
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Lésung zu den Nieren gelangten, als im zweiten Teil unserer Versuch, 
bei dem die Hypophysenausziige subkutan verabreicht worden sin 
Jedenfalls laBt sich aus den Ergebnissen schlieBen, daB die Hypophysey, 
extrakte nicht nur extrarenal wirken, sondern einen bedeutenden Einf!)); 
auch auf die Nieren austiben 


Zusammenfassung. 


Die Hypophysenausziige haben nicht nur auf das extrarenal, 


System einen bedeutenden Einflu8, wie dies in neveren Arbeiten beton iit 
wird, sondern iiben eine bedeutende Wirkung auch auf die Nieren aus 
Die Versuche wurden unter der Leitung von Herrn Prof. G. Farkas 
ausgefiihrt. dem wir fiir die uns zuteil gewordenen wertvollen Ratschlig: 
zu groBem Dank verpflichtet sind. 
P Ai 
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Uber die Mehrphasenwirkung des KCN auf die lebende Zelle. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
Michael S. Resnitsehenko (Moskau) 
Aus dem Laboratorium fiir experimentelle Biologie des Moskauer Zooparks'.) 


(Eingegangen am 24.Oktober 1927.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


I. . 
In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir den Verlauf der 
Oxyvdationsprozesse des mit Cyankalium vergifteten Protoplasmas. 
Uns interessierte hauptsachlich die Frage, wie sich der Sauerstoff- 
verbrauch der Zelle in dem Zeitraum von der Zufiigung des KCN bis 
zu dem Punkte, wo die Oxydationshemmung ihre maximale GroBe 
erreicht, andert. 
Die Dynamik des Prozesses der KC N-Vergiftung ist noch wenig 
erforscht, es schien uns daher zweckmaBig zu sein, unsere Aufmerksam- 
keit besonders diesem Gegenstand zuzuwenden. 


Il. 

Als Versuchsobjekt dienten uns die befruchteten Eier von Ascaris 
megalocephala, die ein sehr bequemes Material fiir physiologische 
Experimente darstellen. 

Die Einwirkung von KCN auf die Atmung dieser Eier untersuchte 
vor kurzem M. Zawadowsky*. Der Autor stellte ein eigenartiges Verhalten 


der Eier fest. Selbst die héchsten Konzentrationen von Cyankalium bis 
2 Mol. sind nicht imstande, den Sauerstoffverbrauch vollstandig zu 


' Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung des Timirjazeff-Forschungs 
instituts ausgefiihrt. 

2 M. M. Zawadowsky, Biochimica e Terapia Sperimentale 12, 7, 1925; 
W. Roux’ Arch. f. Entw.-Mech. 109, Heft 1, 1926. 
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hemmen. Im Laufe einiger Stunden nimmt der Sauerstoffverbrauch 
mahlich ab und erreicht eine gewisse Héhe, die 24 Stunden anhalt. Dies 
minimale Atmungsgr6Be bleibt in 2 mol. KCN-Lésung sehr konstant u 
zeigt keine Tendenz zur Verminderung. 


Auf den ersten Blick widersprechen diese Tatsachen der 
bekannten Eigenschaft des Cyankaliums, die Oxydation schon ji) 
minimalen Dosen zu hemmen. Die Atmung von Ascariseiern wir! 
nur durch 2 mol. KC N-Lésung wesentlich beeinfluBt. 


Niedrigere als 0,001 mol. Lésungen iiben auf die Eier iiberhaupt keine: 
merkbaren EinfluB aus (Zawadowsky, |. c.). Aber diese Resistenz der Eije: 
von Ascaris megalocephala wird durch die Beschaffenheit der Eimembrane: 
erklart (Zawadowsky, |. c.). Nach eingehenden Untersuchungen vo) 
M. Zawadowsky' sind die Eier von einem Membransystem umgeben. 

Die innerste fibrése Membran besitzt eine lipoide Natur und stellt 
ein ausgezeichnetes Modell einer halbdurchlassigen Membran dar. Sie ist 
nur fiir lipoidlésliche Stoffe durchlassig; Salze, Saéuren, nicht zu stark 
Basen usw. dringen nicht durch (Zawadowsky, |. ¢.). 


So entwickelt sich z. B. das Ei in konzentrierten Lésungen von 
HgCl,, in 2°, KOH und 2% HCl vollkommen normal. Wahrscheinlich 
laBt diese Membran nur sehr kleine Mengen von KCN durch, und des. 
halb wird die Atmung der Eier selbst bei héchsten Konzentrationen von 
Cyankalium nicht vollstandig gehemmt. Die Reaktion des mit der 
halbdurchlassigen Membran nicht geschiitzten Protoplasten  wiire 
natiirlich derjenigen von anderen Objekten (Seeigelei, Blut. 
kérperchen usw.) &hnlich. Aber gerade dieser. Umstand — die schwere 
Durchlassigkeit der Eimembran fiir KCN — erlaubte uns, manche 
bis jetzt noch nicht bekannten Tatsachen kennenzulernen. 


Die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs wurde nach der Warbury 
schen Methodik ausgefiihrt*®. Das Haldane-Barcroftmanometer mit kon 
stantem Volumen befand sich im Wasserthermostaten bei 29°C. Di 
Menge des verbrauchten Gases wurde nach der von O. Warburg angegebene: 
Formel*: 


' 


Ye 
Vo : Vi@ 


10000 
berechnet. In unseren Versuchen war das GefaBvolumen (V) gleich 29,5cem, 


das Fliissigkeitsvolumen (Vz) 20 bis 21 com, das Gasvolumen (VQ) 8,5 bis 
9,5cem, die absolute Temperatur (7) 302°. 


1 M. M. Zawadowsky, Mitteil. d. Univ. Schanjawsky 1, 1915 (russisc! 
mit franzésischem Resiimee). 

2 O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 

° Derselbe, diese Zeitschr. 100, 230, 1919; 142, 317, 1923. 
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Die Konstante unseres Manometers war dementsprechend 0,8 bis 
v.9emm O,. Die Anwendung der Warburgschen Methodik erlaubt uns, 
len Sauerstoffverbrauch in kurzen nachfolgenden Zeitriumen genau zu 
ermitteln, was fiir unsere Zwecke sehr wichtig war. Das umstandliche 
Winklersche Verfahren war in unserem Falle iiberhaupt kaum anwendbar. 
Die Eier von Ascaris megalocephala wurden gewaschen, um die epitheliale 
Membran und Gonadenfliissigkeit zu entfernen (vgl. N. Kosmin'), und die 
feine Suspension in den Atmungstrog eingebracht. Die auBerordentlichen 
Eigenschaften unserer Versuchsobjekte gestatten es, die Eier direkt in 
0,4 mol. NaOH-Lésung, die gleichzeitig als Antisepticum und Absorbens 
von CQ, diente, zu bringen. Wie schon erwahnt, schadigt ziemlich starkes 
\lkali die Eier nicht. 

IV. 

Der Sauerstoffverbrauch der sich entwickelnden normalen Eier 
von Ascaris megalocephala wird durch Abb. 1 dargestellt. Die Kurve 
steigt sehr langsam an. In einer Stunde erhoht sich der O,-Verbrauch 
ungefahr auf 1,5°%,. und im Laufe von 16 Stunden auf 22°, 








a a a a oe oer me 
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Abb. 1. 
Sauerstoffverbrauch der sich entwickelnden Eier von Ascaris megalocephala 


Diese Steigerung ist wahrscheinlich mit der fortschreitenden Ent- 
wicklung verbunden. Ahnliches kat O. Warburg fiir die Atmung der 
Seeigeleier festgesteilt, aber in diesem Falle war die Steigerung des 
Q,-Verbrauchs bedeutend gréBer®. Der Unterschied findet seine 
Erklarung in der Tatsache, daB die absolute Entwicklungsgeschwindig- 
keit der Seeigeleier gréBer ist, als diejenige der Ascariseier:?. Nach 
24 Stunden bei 19° bilden die Seeigeleier eine schwimmende Gastrula, 
und die Eier von Ascaris megalocephala bei optimaler Temperatur 

29° — erreichen in derselben Zeit das Stadium von 8 Blastomeren?. 
Entsprechend dem langsamen Tempo der Entwicklung, steigt der 
Sauerstoffverbrauch ebenso langsam an. 


1 N. Kosmin, Trans. of the Labor. of Exper. Biol. of the Zoop. ot 
Moscow 4, 1927. (Im Druck.) 

2 O. Warburg, Pfliigers Arch. 160, 324, 1915. 

3 Zawadowsky und Sidorow, Trans. of the Labor. of Exper. Biol. of the 
Zoop. of Moscow 8, 1927. 
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In Versuchen mit KC N beabsichtigten wir aie Eintrittsgeschwind iy 
keit des Cyankaliums durch die lipoide Membran, das Verhalten de 
minimalen AtmungsgréBe in verschiedenen Konzentrationen vo; 
KCN, und die Grenze der spezifischen Wirkung desselben zu verfolgen 
Die von uns angewendeten Konzentrationen von KCN schwankten 
von 0.1 Mol. bis 3,2 Mol. Die erste Messung des Sauerstoffverbrauchs 
der in KCN befindlichen Eier wurde 30 Minuten nach der Zufiiguny 
von KCN ausgefiihrt. Eine 3,2 mol. bzw. 20°,ige Lésung von Cyanir 
hemmt die Atmung der Eier nicht vollstandig, eine 0,01 mol. Lésung 
iibt auf die Oxydationsprozesse nur schwache Wirkung aus. Daraus 
kann man schlieBen, daB KCN die lipoide Membran durchdringt 
wenn auch in sehr geringen Mengen (vgl. auch Zawadowsky, l.c.). Ein: 
solche verhiltnismaBig schwache Oxydationshemmung laB8t sich nu 
durch die Eigenschaften der lipoiden Membran, die fiir KCN schwer 
durchiassig ist , erkliren. (Hier sei daran erinnert, daB schon die 0,001 mc! 
KCN-Lésung die Atmung der Seeigeleier und Warmbliitergewebe 
fast vollstandig hemmt.) 


Aus unseren Versuchen mit einer 3,2 mo]. Lésung von KCN 
ergibt sich ein interessanter Befund. In den ersten 30 Minuten nach 
der Zufiigung des Cyanids verbrauchten die Eier 60°, mehr Sauerstoff 
als in derselben Zeit vor dem Anfang des Versuchs. In den nach 
folgenden 30 Minuten bleibt der O,-Verbrauch auf demselben (d. h 
erhéhtem im Vergleich zum normalen) Niveau, éfters aber zeigt sich 
eine Tendenz zur Verminderung. Weitere Messungen ergeben ein 
rasche Verminderung des O,-Verbrauchs. 7 bis 8 Stunden nach 
dem Anfang des Versuchs erreicht der Sauerstoffverbrauch sein 
minimale GréBe, die ohne Anderung mehrere Stunden und sogat 
Tage anhalt. 


Dieser Vorgang wird durch die folgende Tabelle gekennzeichnet 


Tabelle I. 





Sauerstoffverbrauch in cmm 
KCN: Zusatz In Cyankalium 


Versuchsstunden 


1/22) 2 | 2t/g! 3 [3t/g! 4 |4tig| S |7%-| 8 | 8tg| 9 18%, 19 


3,2 388 34 55) 51 45 | 42 | 33 | 30/24/16 10,;9,9,8 9 8 


Die Reaktion des Protoplasmas auf Cyanid verlauft also in mehreren 
Phasen. Die erste Periode ist durch einen im Vergleich zum normalen 


cle 


sa 











Mehrphasenwirkung des KCN auf die lebende Zelle. 349 


erhéhten Sauerstoffverbrauch charakterisiert. Diese Phase bezeichnen 
wir als ,,paradoxe Phase‘. Am Anfang dieser Periode steigt die Kurve 
des O,-Verbrauchs schnell an. In den nach- 
folgenden Stunden aber sinkt die Kurve all- 








. mahlich und geht schlieBlich in eine gerade 
\ Linie iiber, die parallel der Abszisse verliuft. 
-e-? \ 
anus 
as YY CM 
Abb. 2 


Sauerstoffverbrauch der Eier von Ascaris megalocephala in 3,2 mol. KC N-Lésung 


Kier, die sich in 3,2 mol. KC N-Lésung befinden, verbrauchten 
den Sauerstoff im Laufe von 3 bis 4 Tagen; bis zum siebenten Tage 
war der Verbrauch noch merkbar. 


= 
ae 





Versuchstage 


Abb. 3. 
Sauerstoffverbrauch der Eier von Ascaris megalocephala in 3,2 mol. KCN-Lésung 
im Laufe von sechs Tagen. 


Ein ahnliches Bild zeigen die Versuche mit niedrigeren Konzen- 
trationen von KCN. In 1,6 mol. Lésung des Cyanids ist die paradoxe 
Phase ebensogut ausgeprigt, wenn auch die Erhéhung des Sauerstoff- 
verbrauchs etwas kleiner ist und die normale Atmung nur um 45%, 
erhéht ist. In der sechsten Stunde desVersuchs erreicht der O,-Verbrauch 
seine minimale GréBe ; von diesem Punkt an verliuft die Kurve parallel! 
der Abszisse. Der minimale Verbrauch halt sich ebenfalls mehrere Tage. 
aber sein absoluter Wert ist héher als in der 3,2 mol. Lésung von KCN: 
wenn im letzten Falle das Minimum etwa 25°, der normalen Atmung 
betraigt, so ist es in 1,6 mol. Lésung bereits 40°, derselben. Mit der 
Verminderung der Konzentration des KCN wird die paradoxe Phase 
immer undeutlicher. Aber zu gleicher Zeit vermindert sich auch die 
Atmungshemmung. Der minimale Sauerstoffverbrauch, welcher in 
jeder Konzentration mehrere Stunden und Tage konstant verbleibt, 
steigt immer héher. 

Die angefiihrte Tabelle I] und Abb. 4, 5 und 6 erliutern das Ge- 


sagte. 




















350 M. 8S. Resnitschenko: 
Tabelle Il. 
Sauerstoffverbrauch im Laufe der 24 Stunden des Versuchs. 
Sauerstoffverbrauch in cmm 
Vor dem hal 
CN: Zusatz In Cyankalium 
a von KCN 
Versuchsstunden 
1 2 3 4 §|/6\ 7)' 8/9/10 18/19 20 21 22;23 24 
3,2 80 126 105 75 47 —|—/22 20 - 29 —- _- 
1.6 80 112. 99'79 61 38 — 34 | 34! - —|— — —|34 
0,8 80 105 86\62 54 48 — 44 —|i— 4 
0.4 80 100) 72/57 59 59|— _ - 50) 50 
0,2 80 96 7864 56 56 - | 56 56 a — — 5ft 
0,1 80 88 76/62 63,—|— |62 —|—/!—/62'- - 
0.05 80 86 76\64 64 64 - ~- — — 
0.01 8&0 77 +73)\68 66 —'— 
§ 160 . picimiepenenn a 
S$ 20 = 
= ” e 
+ { -e 
S } | 
Sra, 
$ %0 | . yun _ 
NS ACN 
S a! ¥ 6 g 90 I, fe 6 i 20 22 & 
Versuchs stunden 
Abb. 4. 


Sauerstoffverbrauch der Eier von Ascaris megalocephata in 1,6 mol. KC N-Lésung. 
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Sauerstoffverbrauch der Eier von Ascaris megalocepbala in 0,4 mol. K C N-Losung. 
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Sauerstoffverbrauch der Fier von Ascaris megalocephala in 0,1 mol. KCN-Lésung. 








un 


an 
we 
clic 














Mehrphasenwirkung des KCN auf die lebende Zelle. 351 


Die GesetzmaiBigkeit zwischen der GréBe der Erhéhung in der 
ersten Phase und der Héhe des konstanten minimalen Verbrauchs 
in der letzten Phase laBt sich besser ersehen, wenn wir die Kurven des 

Sauerstoffverbrauchs in verschiedenen 
Konzentrationen des KCN aufeinander- 
\ legen (Abb. 7). 
NN 
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PSUCT: hINdel 
Abb. 7. 
Zusammenfassung der Versuche mit 3,2 bis 0,05 mol. KC N-Lésungen. 


Die GréBe der Erhéhung in den ersten Stunden ist der Konzen- 
tration von KCN direkt proportional, und die Héhe des minimalen 
Sauerstoffverbrauchs derselben umgekehrt proportional. Wenn wir 
den minimalen und maximalen Sauerstoffverbrauch der Eier in 
verschiedenen Konzentrationen des Cyanids in Prozenten der normalen 
Atmung ausdriicken, so wird die groBe Ahnlichkeit in der Anderung 
der beiden extremen Punkte ersichtlich (vgl. Tabelle Ill). Beide, 
Maximum und Minimum, sind die Funktionen einer und derselben 
unabhaingigen Variablen — der Konzentration des KCN. 

Eine weitere Besprechung der Ergebnisse unserer Versuche erfolgt 
an anderer Stelle. Im folgenden geben wir die Kontrollversuche wieder, 
welche dafiir sprechen, daB die beschriebenen Tatsachen nicht durch 
die Methodik vorgetauscht sind. 








Tabelle I1l. 
Sauerstoffverbrauch der Eier in der ersten und achten Stunde des Versuchs. 
Eri.éhung des Hemmung des Er éaung des Hemmung des 
KCN: Oo+Verurauchs | O +»Verbrauchs KCNs Oy-Verorauchs Op +Verbrauchs 
Mole | im der ersten in der achten Mole in der € sten in der achten 
| Stunde in Jo Stunde in °/, Stunde in °J, Stunde in °/, 
3,2 62 73 0,2 22 39 
1,6 45 58 0,1 15 23 
0,8 35 45 0.05 10 20 
0,4 30 38 0,01 17 
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Die befruchteten Eier von Ascaris megalocephala wurden durch Be 
handlung mit absolutem Alkohol getétet, wobei.sich die lipoide Membra 
léste, und mit destilliertem Wasser gewaschen. 100 bis 200 mg abgetétete, 
Eier sollten eine Oberfliche darstellen, die der von lebenden Eiern a) 
nahernd gleich ist. Auf dieser konnten wir das Verhalten des KCN studiere: 

Die Eier wurden in den Atmungstrog mit ©,4 mol. NaOQH-Lésung 
eingebracht und ihr Sauerstoffverbrauch ohne KCN und nach der Z 
fiigung desselben gemessen. Der geringe O,-Verbrauch der toten Eier wir! 
dureh KCN nicht beeinfluBt, wenigstens nicht in der Richtung eine: 
Erhéhung desselben, was zu erwarten ware, wenn KCN sich auf der Obe: 
fliche der Eier oxydieren wiirde. In der Tabelle TV ist das Protokoll ein 
solchen Versuchs wiedergegeben. 


Tabelle IV. 


Sauerstoffverbrauch der toten Eier. 





Sauerstoffverbrauch in cmm 


04m NaOH 04m NaOH + 16mKCN 
l—e 2-—e 3—e 4—e 5—e o—e 7—e R—e 
ci 30’ 30’ 30’ 30’ 0’ 30’ w 
| 
Mit Alkohol ge- 
totete Kier . . 47 | 37 22 20 13 13 12 16 


Auf Grund dieser Versuche kann man schlieBen, daB die Erhéhung 
des Sauerstoffverbrauchs in der paradoxen Phase nicht durch die 
Reagenzien bedingt ist, sondern eine natiirliche Reaktion des Proto 
plasmas darstellt. 

V. 

Eine nahere Betrachtung der geschilderten Tatsachen erlaubt 
den SchluB, da8 das von uns beobachtete Bild des Sauerstoffverbrauchs 
keine Ausnahme darstellt und auch fiir andere Objekte typisch ist 

Zawadcwsky ({l.c.) hat festgestellt, daB KCN in sehr hohen Kon 


zentrationen den O,-Verbrauch der Eier*von Ascacis megalocephala nicht 
volistindig hemmt. Buchanan' zeigte, daB m/25000 KCN die Atmung 


der Planarien auf etwa 60°, herabsetzt. Aber der minimale O,-Verbrauch, 


der 40°, des normalen betragt, verbleibt 24 Stunden ohne Anderung. De: 
Proze8 ist umkehrbar; nach der Entfernung des KCN steigt die Atmung 
auf ihre normale Héhe und iiberschreitet diese sogar um 25°. Abhnliches 
haben auch andere Autoren gefunden (Allen®, Child*). Die letzteren beob 
achteten einen minimalen Sauerstoffverbrauch, der nach der Entfernung 
des KCN auf die normale Héhe ansteigt und gleichfalls diese iiberschreitet 
Eine Erhéhung des O,-Verbrauchs in der ersten Zeit nach der Zufiigune 
des Cyankaliums haben die genannten Autoren nicht beobachtet. in unsere: 


' J. Buchanan, Journ. of Exper. Zool. 44, Nr. 1, 285, 1926, 
2 G. Allen, Amer. Journ. of Physiol. 48, 92, 1919. 
% ©. Child, ebendaselbst 48, 372. 1919. 
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Versuchen tritt diese Erhéhung aber sehr deutlich hervor. Hyman’, der 
die Oxydationsprozesse der in m/150000 KCN gebrachten Planarien 
studierte, beschreibt die Phase der schwachen Erhéhung der Atmung in 
der ersten halben Stunde des Versuchs. Nach der darauf folgenden 
Depression steigt die Atmung der in frisches Wasser gebrachten Planarien 
wieder auf eine tibernormale Héhe. 


Auf Grund der angefiihrten Tatsachen kann man sich die Erhéhung 
des Sauerstoffverbrauchs (unsere ,,paradoxe Phase‘‘) als eine Reaktion 
des Protoplasmas auf sehr kleine Dosen von KCN vorstellen. Der 
minimale Verbrauch, der nach einer gewissen Zeit eintritt, entspricht 
den groBen Quantitaten Cyanid. 


Unser Fall bietet fiir dieses Schema folgendes Beispiel: 


Die halbdurchlassige, faserige Membran der Ascaris stellt fiir KCN 
ein wesentliches Hindernis vor. Die ersten Anteile von KCN, welche die 
Membran in der ersten halben Stunde des Versuchs durchdringen, miissen 
sehr klein sein (vgl. Zawadowsky*). Gerade zu dieser Zeit beobachten wir den 
erhéhten Sauerstoffverbrauch. Nach 6 bis 8 Stunden, wenn ein Gleich- 
gewicht zwischen den KC N-Konzentrationen im Ei und im &uBeren Medium 
eingetreten ist, wird die Atmung gehemmt und auf ein gewisses Minimum 
herabgesetzt. Die hohen Konzentrationen bewirken also die groBe Hemmung. 
Die Ergebnisse der zitierten Autoren werden diesem Schema ebensogut 
entsprechen. Den parenchymatésen Kérper der Planarien soll das KCN 
rasch durchdringen. Ein endgiiltiges Gleichgewicht zwischen den KCN 
Konzentrationen im Kérper des Tieres und in der umgebenden Fliissigkeit 
wird schnell eintreten, die Periode, in der die Mengen von KCN im Kérper 
noch sehr klein sind, ist von kurzer Dauer. Infolgedessen muB die Phase 
des erhéhten Sauerstoffverbrauchs sehr kurz sein und kann iibersehen 
werden. Letzteres war wahrscheinlich der Fall in den Versuchen von 
Buchanan (l.¢.), der nach der Winklerschen Titrationsmethode arbeitete 
und die erste Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs erst 2 Stunden nach 
der Zufiigung von KCN ausfiihrte. Buchanan stellte jedoch den erhéhten 
Verbrauch nach dem Auswaschen des Cyanids fest, dessen Menge im 
K6érper der Planarien sehr klein sein sollte. Diese Annahme stiitzt sich auf 
Hymans (1. c.) Experimente, der sechsmal so kleine Konzentrationen von 
KCN verwendete und die Erhéhung schon in der ersten halben Stunde 
festgestellt hat. 


Die von uns beobachteten Erscheinungen liefern weiteres Material 
zum Versténdnis des Prozesses der Cyanidvergiftung. 

Der Endpunkt dieses Prozesses —- die Oxydavionshemmung und ihr 
Wesen — ist hauptsichlich von O. Warburg und seinen Mitarbeitern ein- 
gehend studiert® worden. 


' L. Hyman, Amer. Journ. of Physiol. 48, 340, 1919. 

* M. Zawadowsky, Trans. of the Labor. of exper. Biol. of the Zoop. of 
Moscow 1, 182, 1926. 

3 O. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 305, 1910; 76, 331, 1912; 
diese Zeitschr. 119, 134, 1921; 186, 226, 1923; 152, 477, 1924; H. Blaschko, 
ebendaselbst 175, 1926. 
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Da die hier angefiihrten Tatsachen den wichtigsten Punkten de: 
Warburgschen Theorie nicht widersprechen, gehen wir auf diese nicl) 
weiter ein. 

Die eigenartige Beschaffenheit unseres Versuchsobjekts gestattete auc! 
die Anfangsstadien der KCN-Vergiftung zu beobachten. 

Der ProzeB verlauft in mehreren Phasen; nach der kurzen Period; 
der Stimulation der Atmung (Reaktion auf kleine Dosen von KCN) 
sinkt der Sauerstoffverbrauch allmahlich und erreicht schlieBlich ein 
Minimum, welches konstant bleibt. Die GréBe dieses Minimums ist 
in verschiedenen Konzentrationen des KCN verschieden und diesen 
umgekehrt proportional. Man konnte erwarten, daB schon die niedrigsten 
der angewendeten KCN-Konzentrationen groB genug sind, um die 
Atmung vollstindig zu hemmen. Das ist aber nicht der Fall. 

Infolgedessen mu8B man annehmen, daB die Menge des durch di 
lipoide halbdurchliassige Membran diffundierten KCN sehr klein, aber 
fiir verschiedene Konzentrationen verschieden ist. Fiir jede Konzen- 
tration muB ein gewisses Gleichgewicht zwischen den ungleichen KCN 
Mengen auf beiden Seiten der halbdurchlassigen Membran (faserige 
Membran des Eies) eintreten. Diese Erscheinung ist durch die spezi 
fischen physikalisch-chemischen Eigenschaften der Eimembran bedingt 
Aber die Erhéhung der Atmung in der ersten Phase der Cyanidvergiftung 
hat einen allgemeineren Charekter. 

Die letzte Erscheinung stellt uns mehrere Fragen, die zu unter. 
Suchen der Zweck weiterer Arbeiten sein wird. 
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Ultrafiltration kleiner Fliissigkeitsmengen 
mittels der Zentrifuge. 


Von 
A. Téth (Pécs, Ungarn). 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Charité, 
Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Den Gedanken, die Zentrifugelkreft als Triebkraft fiir Ultra- 
filtrationszwecke anzuwenden, gaben Beobachtungen bei den Versuchen 
mit der Elektrodialyse (1), wo unter gewissen Bedingungen eine Ultra- 
filtration durch die Kollodiummembren wihrend des Zentrifugierens 
stattfand. 

DeB die Zentrifugalkraft fiir Ultrefiltrationszwecke anwendbar 
ist, ergibt sich auch schon aus theoretischen Uberlegungen. Berechnet 
man die Kraft, die aut eine zentrifugierte Masse als Zentrifugalkraft 
m.v® 427°rm 

r T? 
(wo m die zentrifugierte Messe, r den Kriimmungsradius und 7 die 
Umlaufszeit in Sekunden bedeutet), de8 bei einer Zentrifuge mit 10 em 
Redius bei einer Umdrehungsz: hl von 3000 pro Minute auf eine Masse 
von 5g ein Druck von etwa 5 Atm. aurgeiibt wird. 

Reicht der Druck mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe zur Ultra- 
filtretion aus, so wird die mit der Zentrifuge zu entfaltende Kraft 
erst recht zu diesem Zwecke ausreichen. Der Vorgang ahnelt dabei 
der Ultrefiltration mit Uberdruck. 

Es soll jedoch auf die l ifferenzen der Kreftverhiltnisse bei den 
beiden Anordnungen hingewiesen werden. Bei der Anordnung mit 
der Wasserstr: hlpumpe und auch bei der Ultrefiltration mit Uberdruck 
bleibt die avf die Filteroberfliche ausgeiibte Kreft, insofern die Saug- 
wirkung der Pumpe und der angewandte Uberdruck konstant gchalten 
wird, auch konstant. Wogegen bei der Zentrifuge die bei der Berechnung 


ausgetibt wird, so ergibt sich nach der Formel P 


23* 
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der Zentrifugalkraft in Betracht kommende Masse (m) der zu filtrierenden 
Fliissigkeit wihrend des Filtrierens abnimmt, was eine Abnahme der 
Zentrifugalkraft bewirkt, die jedoch dadurch, daB dabei der Massen 
mittelpunkt der zentrifugierten Fliissigkeit vom Drehzentrum gleich 
zeitig immer mehr entfernt wird, d. h. der Kriimmungsradius r zunimmt 
teilweise Wenigstens kompensiert wird. 


So auf der Hand liegend es aber auch scheint, daB die Zentrifuga! 
kraft zu Ultrafiltrationszwecken verwendbar ist, so waren doch ge 
wisse Schwierigkeiten bei der praktischen Anwendung dieses Prinzips 
vorhanden. So z. B. die Frage der anzuwendenden Membransubstanz 
Es kénnen wohl Kollodiummembranen, wie sie bei der iiblichen Ultra 
filtration gebraucht werden, auch hier verwendet werden. Beim Zentri 
fugieren trocknet aber der sich mit keiner Fliissigkeit beriihrende 
Membranteil leicht aus, so daB er sich von der stiitzenden Unterlage 
abhebt und der Filter fiir weitere Benutzung unbrauchbar wird, obwoh| 
es aus praktischen Griinden vorteilhaft ware, denselben Filter mehrmals 
nacheinander gebrauchen zu kénnen. 

In der vorliegenden Arbeit soll tiber Versuche berichtet werden, 
die zur Ausgestaltung einer geeigneten Versuchsanordnung zur Ultra- 
filtration mittels der Zentrifuge und zum Auswablen geeigneter, gegen- 

iiber dem Austrocknen widerstandsfihiger Membransub- 


1 fz: stanzen gemacht worden sind. 
We a itaal 


; Beschreibung der Versuchsanordnung. 


Die Versuche sind mit einem Apparat! ausgefiihrt 
worden, der so zusammengestellt war, wie Abb. 1 zeigt 
ZG ist ein gewohnliches starkwandiges Zentrifugenglas 
iL von der tiblichen Form und GréBe. In diesem geht die 

Ultrafiltration vor sich. In die Offnung desselben wird 

ein Metallring (7 R) eingesetzt, der einerseits mit einer 

, Krempe an den Rand des Zentrifugenglases anstemmt, 
Abb. 1. mit einer anderen aber das Filtersystem im Inneren 
MR Metall des Zentrifugenglases halt. Dieses letztere besteht aus 
ae einem porésen Kérper (PK), der als Unterlege fiir die 
PK Poréser Filtermembran dient, und aus der Membran selbst. Als 
ne poréser Kérper wurde ein zentrifugenglasihnliches Rohr 
angewendet, das am oberen Ende einen dickeren, in den Metallring 
passenden Teil hat. Es bestand aus der Masse Pg, der staatlichen 
Porzellanmanufaktur in Berlin. Der Fassungsraum der Réhre betrigt 























' Der Apparat wird durch die Vereinigten Fabriken fiir Laboratorium: 
bedarf, Berlin, geliefert. D.R.-P. a. 
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etwa 6cem. (Bei gréBeren Zentrifugen fiir giéBere Fliissigkeitsmengen 
kénnen entsprechende gréBere Réhren verwendet werden.) 

Das Anlegen der Membran geschieht in der tiblichen Weise durch 
AusgieBen des Rohres mit der Lésung der anzuwendenden Membran- 
substanz und Fixieren derselben nach Abtropfen der iiberfliissigen 
Lésung mit einer der Natur der Membransubstanz entsprechenden 
Fixierfliissigkeit. 

Will man die Réhre reinigen oder eine neue Membran anlegen, 
so werden sie zunichst im Trockenschrank vollkommen getrocknet 
und dann ausgegliiht. Geht man beim Erhitzen und besonders beim 
Abkiihlen vorsichtig vor, so kénnen die Réhren beliebig oft ausgegliiht 
und wieder benutzt werden. Der an der inneren Oberfliche des Rohres 
sitzende Membranteil kann nach der Veraschung einfach mechanisch 
entfernt werden. Den in den Poren sitzenden Aschenteil kann man 
dadurch entfernen, daB man das Rohr einige Male mit destilliertem 
Wasser auszentrifugiert. 

Um die Durchlissigkeit der Membran zu priifen, ist eine Kolloid- 
reihe nach Liesegang: Kolloidchemische Technologie (2) hergestellt 
worden, die aus folgenden Gliedern bestand: 

1. Verdiinnte Berlinerblau-Lésung (durch die Reaktion 3 K, FeCy, 
+4 FeCl, hergestellt und mit Wasser so weit verdiinnt, bis die Lésung 
im Reagenzglas durchsichtig wurde). 

2. 2,5% Fe(OH), (aus dem 10% igen Ferrum oxydatum dialysatum 
des D. A. B. durch Verdiinnen hergestellt). 

3. 1 %igef Kollargollésung. 

4. 1% ige Hamoglobinlésung (durch Hamolyse von roten Blut- 
kérperchen hergestellt: Die Prozentzah] bedeutet, daB lccm rote 
Blutkérperchen in 100 ccm destilliertem Wasser himolysiert sind). 


r 
Versuche mit Kollodiummembranen. 


Die Anwendungsméglichkeiten von Kollodiummembranen fiir 
Ultrafiltrationszwecke sind aus den Arbeiten von Bechhold (3) u. a. m. 
hinlanglich bekannt, es eriibrigt sich daher, hier auf sie niher einzugehen. 
Es sollen bloB die bei der beschriebenen Anordnung sich ergebenden 
besonderen Verhiltnisse besprochen werden. 


Fir Ultrafiltrationszwecke mittels der Zentrifuge eignet sich 
Kisessigkollodium ganz ausgezeichnet. Besonders dickere Membranen 
aus Eisessigkollodium halten acht- bis zehnmaliges Zentrifugieren ganz 
gut aus. Membranen aus einer ather-alkoholischen Lésung sind weniger 
geeignet, da sie beim Zentrifugieren viel leichter austrocknen. 
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Was die Durchlassigkeit der Eisessigkollodiummembranen beim 
Zentrifugieren anbelangt, soll hervorgehoben werden, daB zum Zuriick. 
halten eines und desselben Kolloids bei der Zentrifuge, dem an 
gewandten héheren Druck entsprechend im allgemeinen etwas dickere 
Membranen nétig sind als bei der Wasserstrahlpumpe. 

Es sind z. B. aus einer 10% igen Stammlésung durch Verdiinnen 
mit Eisessig 8 bis 6 bis 4°,ige Lésungen und Membranen mit diesen 
Lésungen hergestellt worden. Die Membranen sind alle gleich lange 
gewassert und dann durch sie eine 1 %ige Hamoglobinlésung filtriert 
worden. Die Membran aus der 4°, igen Lésung lieB den Farbstoff 
fast vollkommen durch, die aus der 6%, igen hielt den Farbstoff teil- 
weise zuriick, und das Filtrat durch die Membran aus der 8 °,igen Lésung 
war nicht nur farbstoff-, sondern auch eiweiBfrei. Durch 8°,ige Mem- 
branen bekam ich aus Sera, die mit Ringerlésung auf das Doppelte 
verdiinnt wurden, immer ein eiweiffreies Filtrat. 

Die Anfertigung der Membran geschieht am besten folgenderweise : 
Man zentrifugiert das Rohr zunichst mit destilliertem Wasser an- 
gefiillt solange, bis alles Wasser durchgetrieben ist, man gieBt dann 
das Rohr mit der entsprechend verdiinnten Kollodiumlésung voll 
und zentrifugiert bei etwa 2000 Touren 2 bis 3 Minuten lang. Dann 
gieBt man das iiberfliissige Kollodium aus dem Rohre und laBt so 
volikommen abtropfen. Vor dem Fixieren sollen die Réhren noch 
etwa 5 Minuten lang an der Luft stehen; sie werden erst dann ins Wasser 
getaucht, sonst entstehen in der Membran-kleine Gasblaschen. Die 
Réhren werden vor der Benutzung 24 Stunden gewassert und eventuell 
noch mit destilliertem Wasser auszentrifvgiert. Sie sind dauernd 
unter Wasser aufzubewahren. 


Versuche mit Viskosemembranen. 

Es ist dann des weiteren versucht worden, die Membran aus 
einer wasserigen Lisung herzustellen. Von den Celluloselésungen kam 
als solche die Viskose in Betracht, die die Cellulose in alkalischer 
Lésung enthalt. 

Die ersten angewandten Lésungen stammten aus der Spinnstoff- 
fabrik Zehlendorf, wofiir ich der Leitung des dortigen Laboratoriums 
auch an dieser Stelle meinen besonderen Dank ausspreche. Da aber 
das Material im Handel kaum erhaltlich ist und sich nicht lange hilt, 
habe ich versucht, die Lésung selbst herzustellen, und ein Teil der Ver 
suche ist mit solchen selbsthergestellten Lésungen ausgefiihrt worden 

Als dem Ziel am meisten entsprechend ergaben sich bei der Her- 
stellung der Lésung folgende Mengenverhaltnisse, wobei als Ausgangs- 
substanz Verbandwatte verwendet wurde: 
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3g Verbandwatte werden mit 30g 18° iger NaOH 1 Stunde stehen- 
gelassen. Dann wird die NaOH durch Ausdriicken zwischen Filtrierpapier 
so weit entfernt, daB das Gewicht der durchtrainkten Watte etwa 8 bis 10 g 
betragt. Die Watte fiihlt sich dabei fast vollkommen trocken an. In diesem 
Zustande wird die Watte zur sogenannten Vorreife in einer gut schlieBenden 
Pulverflasche bei Zimmertemperatur 3 Tage lang stehengelassen, dann mit 
einer Schere fein zerkleinert, mit 1,5cem Schwefelkohlenstoff versetzt 
(feuergefaihrlich!), damit gut vermischt und verschlossen, etwa 2 Stunden 
lang stehengelassen. Dabei verwandelt sich die durch die NaOH gréBten- 
teils in Na-Cellulose iibergefiihrte Substanz in das sogenannte Cellulose. 
xanthogenat, und die dabei entstehende gelbe, in braun tibergehende Farbe 
ist der Indikator, wie lange man den Schwefelkohlenstoff auf die Na- 
Cellulose einwirken lassen soll. Die Substanz soll eine tief orange gelbe 
Farbe haben, darf aber nicht braun werden. Das Xanthogenat wird zuletzt 
bei 16°C in 20cem n NaOH gelést. Je héher die Temperatur ist, bei der 
die Lésung desselben erfolgt, desto diimnfliissiger wird die resultierende 
Lésung. Bei 16° erhalt man eine Lésung, die noch tropfenfliissig ist und die 
ohne weiteres zum AusgieBen der Réhre benutzt werden kann. Die Lésung 
soll im Eisschrank aufbewahrt werden. Ihre Viskositaét nimmt mit der Zeit 
zu, bis endlich die ganze Masse zu einem Gel erstarrt. Solange sie zwar 
schon fadenziehend, aber noch fliissig ist, kann sie mit NaOH verdiinnt 
und zur Herstellung von Filmen benutzt werden. 


Um aus der Viskoselésung eine Membran zu bekommen, mu sie 
zunachst gefallt werden. Dies kann durch die verschiedensten Salze und 
Séuren bewirkt werden. In den vorliegenden Versuchen ist zu diesem 
Zwecke Ammoniumsulfat und Schwefelséure verwendet worden. Am 
besten fixiert man zuerst mit der Salzlésung und dann mit der Séure. Als 
beste Fixationsmethode ergab sich folgendes Vorgehen: 


Das Rohr wird mit der tropfenfliissigen Viskoselésung vollgegossen. 
Am besten laBt man die Lésung eine Weile im Rohre stehen, damit sie in 
die Poren desselben hineindringt, eventuell zentrifugiert man das Rohr 
mit der Lésung angefiillt. Dann gieBt man die iiberfliissige Lésung aus 
dem Rohre und nachdem sie gut abgetropft ist, fixiert man die Membran 
in der folgenden Reihenfolge: 5°, Amm. sulf., 10% Amm. sulf., 2% 
Schwefelséure, 4°, Schwefelsiure. Das Rohr wird in der angegebenen 
Reihenfolge je 5 Minuten lang in den obigen Lésungen belassen, wobei es 
mit der entsprechenden Lésung angefiillt und in sie eingetaucht wird. 
Nach dem Fixieren sind die Réhren noch wenigstens | Stunde lang zu 
wassern und vor der Benutzung zwei- bis dreimal mit destilliertem Wasser 
angefiillt zu zentrifugieren. 


Es sind zunichst Versuche mit verschieden verdiinnten Viskose- 
lésungen angestellt und dabei sowohl die Fixierungsfliissigkeit als die 
Fixationsdauer variiert worden. 


Versuch I. Das Rohr wurde mit einer unverdiinnten Lésung 
(Viskose Zehlendorf) ausgegossen, | Stunde lang in einer Lésung fixiert, 
die 10% Ammoniumsulfat und 5°, Schwefelsiure enthielt, und die 
obigen Kolloide in der angegebenen Reihenfolge filtriert. Das Rohr 
wurde nach jedem Versuch mit Wasser ausgespiilt. 
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Alle vier Kolloide sind von der Membran zuriickgehalten worden 
Das Filtrat der Hamoglobinlésung war nicht nur farbstoff-, sondern 
auch eiweiBfrei. 

Versuch II. Membran aus einer Vikoselésung hergestellt. die 
mit 15°% NaOH 1: 2 verdiinnt wurde, 1, Stunden in der bei Versuch | 
angegebenen Weise fixiert. 

Resultat wie beim ersten Versuch, mit dem Unterschied, daB das 
Filtrat der Hamoglobinlésung mit Sulfosalicylsdure eine leichte Triibung 
zeigte. 

Versuch III. Membran aus einer Viskoselésung hergestellt, 
die mit 15°, NaOH 1: 3 verdiinnt wurde. Zur Fixierung der Membran 
ist das Rohr zuerst mit 1:2, dann mit 1:1 mit Wasser verdiinnter 
Fixierfliissigkeit vollgegossen und dann erst in die unverdiinnte Fixier- 
lésung fiir 15 Minuten eingetaucht. 

Resultat wie oben. Beim Hamoglobin farbstoff- und eiweiBfreies 
Filtrat. 

Versuch IV. Membran aus 1:6 mit 15% NaOH verdiinnter 
Viskose hergestellt und in der bei Versuch III angegebenen Weise 
fixiert. 

Resultat wie bei Versuch III. 

Es ergab sich also aus diesen Versuchen zweierlei: 

1. daB die in der beschriebenen Weise hergestellten Viskose- 
membrane gegen Austrocknen recht widerstandsfihig sind, und 

2. daB die Viskoselésung, mit NaOH bis 1:6 verdiinnt (die 
Verdiinnung 1:3 war schon tropfenfliissig) und nur 10 Minuten fixiert, 
aus der zur Priifung dienenden Kolloidreihe, wenn sie in der angegebenen 
Reihenfolge filtriert werden, Hamoglobin noch sicher zuriickhalt. 

In den weiteren Versuchen also, wo selbsthergestellte Lésungen 
verwendet worden sind, sind die Mengenverhiltnisse bei der Herstellung 
derselben schon von vornherein so gewahlt, daB eine tropfenfliissige 
Lésung resultierte, und die Fixierung geschah iiberall in der im 
allgemeinen Teil angegebenen Weise, in vier Stufen. 

Wurde in diesen Versuchen die Reihenfolge der Kolloide beim 
Filtrieren wie bei den bisher beschriebenen Versuchen eingehalten, 
so war das Resultat auch immer dasselbe, d.h. alle vier Kolloide sind 
von den Membranen zuriickgehalten worden. Hat man aber die 
Kolloide etwa in umgekehrter Reihenfolge genommen, so hat sich die 
Membran sowohl fiir das Hamoglobin, als fiir das Kollargol als durch- 
gangig erwiesen und erst das Eisenhydroxyd ist zuriickgehalten worden. 
Solche Membranen, die nun einmal mit Eisenhydroxyd behandelt 
worden sind, sind auch fiir Kollargol und Hamoglobin undurchlassig 
geworden. Durch dieses letztere ist also eine dichtende Wirkung auf 
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lie Membran ausgetibt worden, fiir deren Zustandekommen 
Méglichkeiten in Betracht gezogen werden konnten. 
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zwei 


Man hatte zunichst an eine mechanische Wirkung denken und den 
Vorgang sich so vorstellen kénnen, daB die Eisenhydroxydteilchen 
die Poren der Membran so verengen oder verstopfen, daB sie fiir die 
Hamoglobinmolekiile auch undurchgingig werden. Fiir die Méglichkeit 
des Zustandekommens einer solchen Wirkung spricht der Umstand, 
daB das Waschwasser nach dem Fixieren der Membran, nach 3 maligem 
Zentrifugieren immer noch sauer reagiert. Es werden also aller Wahr- 
scheinlichkeit nach Spuren von Schwefelsaéure in den Poren der Membran 


festgehalten. 


Man kénnte sich aber auch vorstellen, daB an der Membran eine 
polare Adsorption von Eisenhydroxyd stattfindet und das adsorbierte 
Kolloid das Hindurchtreten eines entgegengesetzt geladenen Kolloids 


durch die Membran verhindert. 


Es sind die Wanderungsrichtungen 


sowohl der Membransubstanz als auch der in Frage kommenden Kolloide 
mit der durch Eiétisch und Deutsch (4) angegebenen Anordnung fest- 
gestellt worden. Dabei hat sich ergeben, daB die Méglichkeit einer 
Adsorption des positiven Eisenhydroxyds an der negativen Viskose- 


membran gegeben ist. 


Und da Himoglobin und Kollargol negative 


Kolloide sind, wiirde die erwihnte dichtende Wirkung aus polaren 


Adsorptionserscheinungen auch abzuleiten sein. 


Zur Entscheidung 


dieser Frage bedarf es jedoch weiterer diesbeziiglichen Untersuchungen. 


Die Versuche sowohl in dieser Richtung, als zum Ausprobieren 
anderer aus wWasserigen Liésungen herstellbaren Membransubstanzen 
werden weitergefiihrt. 


Es soll noch bemerkt werden, daB zur Filtration von grobdispersen 
Systemen, wie z. B. Bakterienaufschwemmungen usw., der Apparat 
nach Art der Chamberlainkerzen auch ohne Membran benutzt werden 


kann. 


l. Es wurden 


und mit kleinen Fliissigkeitsmengen, bis 5 bis 6 ccm, angestellt. 


Zusammenfassung. 


Ultrafiltrationsversuche mittels der Zentrifuge 


wird die Versuchsanordnung beschrieben. 


2. Von den Kollodiumlésungen eignet 


Es 


sich Eisessigkollodium 


besser zu Ultrafiltrationszwecken mittels der Zentrifuge, als die ather- 


alkoholische Lésung, da letztere leichter austrocknet. 


Zum Erzielen 


desselben Filtereffektes ist bei der Zentrifuge eine etwas dickere Membran 
anzuwenden als bei der Wasserstrahlpumpe. 


3. Es wurde versucht, Membrane aus einer wisserigen Cellulose- 
lésung herzustellen. 


Als solche ist Viskose verwendet worden. 


Ks 
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wird die Herstellung sowohl der Viskoselésung als einer Membran aus 
derselben beschrieben. 

4. Die Durchlassigkeit der Membran wurde mit einer Kolloid 
reihe gepriift, die aus Berlinerblau. Eisenhydroxyd, Kollargol unc 
Himoglobin bestand. 


5. Die Versuchsergebnisse werden besprochen 


Die Untersuchungen sind unter Leitung des Herrn Prof. Rona 
ausgefiihrt mit einer Unterstiitzung seitens der ungarischen Regieruny 
durch das Collegium Hungaricum in Berlin, denen ich auch an dieser 
Stelle meinen verbindlichsten Dank ausspreche. 


Literatur. 
1) Téth, diese Zeitschr. 189, 270, 1927. 2) Liesegang, Kolloidchem. 
Technologie, Lfg. 1, 2, 8. 69. 3) Bechhold, Zeitschr. f. physik. Chem. 60 
257 bis 318, 1907. 4) Ettisch-Deutsch, ebendaselbst 28, 153, 1927. 











Weitere Untersuchungen 
iiber die Methylierungsfunktion der Schilddriise. 


Von 


Bernhard Stuber und Fritz Stern. 
(Aus der Medizinischen Klinik zu Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 25.Oktober 1927.) 


In einer friiheren Mitteilung! konnten wir den experimentellen 
Beweis erbringen, daB beim Kaninchen die Methylierung der Guanidin- 
essigsdure zu Kreatin an die Funktion der Schilddriise gekniipft ist. 
Schilddriisenlose Tiere hatten diese Fahigkeit vdllig verloren. Wurden 
jedoch derartige Tiere mit Schilddriisensubstanz, oder mit Jod, oder 
mit Blut von normalen Tieren gefiittert, so zeigten sie erneut Methy- 
lierungsvermégen. Es schien uns nun von Interesse, diese Versuche 
auf eine breitere Basis zu stellen und dementsprechend auch andere 
Laboratoriumstiere in den Bereich unserer Untersuchungen einzubeziehen. 
Vor allem aber war noch zu entscheiden, inwieweit andere inner- 
sekretorische Driisen sich an diesem Methylierungsvorgange beteiligen 
bzw. nach Schilddriisenausfall ihn kompensieren kénnen, oder ob es 
sich bei der Methylierung der Guanidinessigsiure um eine ganz spezi- 
fische Leistung der Schilddriise handelt. DaB im tierischen Organismus 
sich Methylierungsprozesse haufig abspielen, ist bekannt. DaB diese 
Vorginge viel zahlreicher sind, als wir bislang wissen, diirfte sicher 
sein. Auch sind wir iiber deren biologische Bedeutung noch sehr wenig 
unterrichtet. Zweifelsohne fallt ihnen aber cine hohe physiologische 
Dignitat im Zellgeschehen zu. Es sind Beispiele bekannt, wo der Eintritt 
von Methylgruppen als eine Entgiftung toxisch wirkender Substanzen 
aufgefaBt werden muB. 

Wir machten es uns deshalb zur weiteren Aufgabe, festzustellen, 
ob auch die Methylierbarkeit noch anderer Kérper im tierischen Orga- 
nismus an die Leistung der Schilddriise gekniipft ist, oder ob etwa 
gerade der MethylierungsprozeB der Guanidinessigsiure zu Kreatin 


! Diese Zeitschr. 148, 221, 1923. 
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im Sinne einer spezifischen Substrateinstellung zu einer Funktion der 
Schilddriise betrachtet werden muB. 

Als Versuchstiere dienten uns auBer Kaninchen noch Katzen uni 
Hunde. Die Kreatin-Kreatininbestimmungen wurden nach der Method: 
von Folin, wie in unsere friiheren Arbeit, durchgefiihrt. Auch beziiglich 
der Blutentnahmen verfuhren wir genau wie in unserer ersten Mitteilung. 
Um Wiederholungen zu vermeiden, verweisen wir darauf. Der Gang unsere: 
Untersuchungen ist am besten aus den im folgenden wiedergegebenen 
Protokollen zu entnehmen. 

Die bei den Kaninchen angewandte Dosis von 0,2 g Guanidinessigséur 
konnte bei Hunden und Katzen wegen des Auftretens toxischer Symptonx 
nicht gegeben werden. Es wurde deshalb bis auf 0,05 g pro Dosis herab 
gegangen. Dabei zeigten sich keinerlei Vergiftungserscheinungen. 

Die Versuche der Tabellen I bis VI bestiatigen zunichst unsere 
friiheren Ergebnisse von der Abhangigkeit der Methylierung der Guanidin- 
essigsiure von der Funktion der Schilddriise. Dieser damals fiir das 
Kaninchen erhobene Befund wird in gleicher Weise auch fiir Hund 
und Katze als giiltig nechgewiesen. Von den Organpraparaten (Hypo- 
physenvorder- und -hinterleppenextrakte, Thyroxin, Thyreoglandol und 
Epithelkérperchenextrakt ,,Collip*) erwiesen sich nur die Schilddriisen 
praparate bei thyreoidektomierten Tieren wirksam. Auch Menschen- 
und Rinderblut zeigten diesen Erfolg, desgleichen das Blutultrafiltrat. 
Da letzteres Spuren von Jod enthielt, nach der Methode von Groak! 
bestimmt, so diirfte das positive Ergebnis darauf zu beziehen sein. 

In Tabelle VII und VIII finden sich zwei. Versuche, bei denen der 
EinfluB der Kastration auf die Methylierung gepriift wurde. Sie zeigen, 
daB die Kastration die Methylierung vdéllig intakt ]4B8t, ein Befund, 
der schon von Tomita® erhoben wurde. 

Um nun die Bedeutung der Schilddriise fiir die Methylierung noch 
anderer Substanzen festzustellen, verabfolgten wir Hunden subkutan 
Pyridin als Pyridinsulfat. Von W. His* wurde zuerst der Nachweis 
erbracht, daB bei Hunden nach Fiitterung von Pyridin im Harn Pyridyl- 
methylammoniumhydroxyd auftritt. Er konnte die Base als Chloro- 
platinat aus dem Urin isolieren. Wir folgten bei der Darstellung des 
Platinsalzes den Angaben von His und von Tomita (l.c.). Zur Iden- 
tifizierung des Platinsalzes der Base kam die Bestimmung des Schmelz- 
punktes und des Platingehaltes zunichst in Frage. Ersterer schwankt 
nach den Daten der Literatur zwischen 203° bis 211°. Der letztere 
betrigt, berechnet fiir (C;H;N .CH,Cl), PtCl,: Pt = 32,74%. Beide 
Bestimmungen wurden, soweit die erhaltenen Substanzmengen dazu 


1 Diese Zeitschr. 175, 455, 1926. 
2 Ebendaselbst 116, 55, 1921. 
* Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 22, 1887. 
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Methylierungsfunktion der 


Kaninchen, weiblich, 


Tabelle I 
Gewicht 3500 g. 


Schilddriise. 








Am 


Am 
Am 


Am 10. I. 1927 um 10615’, 


16. XI. 1926 0,2 g Guanidinessigsaure i. vy. 
Vor der Injektion 


5 Minuten nach der Inje Adios 


15 
30 


18. XI. 1926 Thyreoidektomie. 
24. XI. 1926 0,2 g¢ Guanidinessigsaure i. v 
Vor der Injektion 


5 
15 


80 


” 


” 


Minuten nach der Injektio n 


- 


- 


“ 


12h30' und 6 je 2 ccm 


Pratormiertes 
Blutkreatinin 


mg 


2,22 
2,27 
2,73 
29 


‘ 
o.cf 


2,50 
2,54 
2,50 
2,36 


Gesamt- 
blutkreatinin 


ng 


7,50 
7,31 
5,90 
5,45 


Thyreoglandol subkutan. 





Am 11. I. 1927 um 9b 2 ccm Thyreoglandol, um 10h 0,2 g Guanidinessigsaure i. v. 
Vor der Injektion ‘ 1,43 4,73 
5 Minuten nach der Injektio n 1,87 4,93 j 
15 . m 5 . 1,70 4,50 
30 “ RB _ 1,57 4,73 
Tabelle I Ke 
Kaninchen, mannlich, Gewicht 4000 g. 
Pratormiertes Gesamt- 
Blutkreatinin blutkreatinin 
mg mg 
Am 27. I. 1927 0.2¢ Guanidinessigsaure i. v. 
Vor der Injektion ch 1,55 7,78 
5 Minuten nach der Injokti m 1,69 7,86 
30 ® > * : 1,77 8,00 
Am 15. Il. 1927 Thyreoidektomie. 
Am 10. Ill. 1927 0,2 ¢ Guanidinessigsaure i. v. 
5 Minuten nach der Injektion 1,56 7,00 
15 = - - . 1,56 6,66 
30 » » * " 1,56 6,10 
45 - . 7 1,56 5,12 
Am ~ IIL. 1927 um 6 abends 0,5 mg Teyraion (Henning) subkutan. 
Am 11. IIT. 1927 um 10> morgens 0,5 mg Thyroxin (Henning) subkutan. : 
Am “ Ill. 1927 um 11 morgens 0,2 g Guanidinessigsiure i. v. 
5 Minuten nach der Injektion 1,39 6,74 
15 ” . . " 1,56 6,75 
39 - » " 1,64 7,08 
45 - - 2 = 1,53 5.45 








366 B. Stuber u. F. Stern: 


Tabelle II (Fortsetzung). 





Praformiertes Gesamt- 
Blutkreatinin blutkreatinin 
mg mg 


Am 18. III. 1927 um 9615’ und 9545’ morgens je 1cem Hypophysenvorder 
lappenpraparat subkutan, 
um 10b 0,2g¢ Guanidinessigsiure i. v. 





Vor der Injektion .. . et 1,61 7,00 
5 Minuten nach der Injektio Mm i << 1,61 6,90 
15 ‘ - - . a 1,61 6,29 
80 “ oA = ‘ : 1,62 5,84 
Am 7. IV. 1927 7» abends 30 ccm a per os. 
Am 8. IV. 1927 9» morgens 0,2 g¢ Guanidinessigsiure i. vy. 
- der Injektion . . . a 2.30 -— 
5 Minuten nach der [nje iktion oa 2,63 
15 . * is " ‘ith 2,92 — 
30 . —— . — 2,72 
Tabelle 111. 
Kaninchen, miannlich, Gewicht 3780 ¢. 
Pratormiertes Gesamt- 
Blutkreatinin blutkreatinin 
mg my 
Am 19. L. 1927 0,2 g¢ Guanidinessigsiure i. v. 
Vor der Injektion .. . ni 1,65 6,92 
5 Minuten nach der ajoktion ae 2,35 8,57 
15 s . . - — 2,49 6,93 
3 ~CO«: : te 2.40 6,92 
Am 26. I. 1927 Thyrecidektomic. 
Am 7. II. 1927 0,2 g¢ Guanidinessigsaure i. v. 
Vor der Injektion -_ 1,58 5,94 
5 Minuten nach der Injektion » ae 1,58 5 54 
15 > . ™ re or 1,58 5,94 
39 = = 
Am 15. II. 1927 um 7e30’ ante 25 cem Me: ischenblut per os. 
Am 16. II. 1927 um 9430’ morgens 0,2 g Guanidinessigsaure i. vy. 
Vor der Injektion .. . , 1,41 7,00 
5 Minuten nach der indehalon i 1,55 7,23 
15 ‘ - ‘ ‘ — 1,57 7,43 
30 : 1,53 | 6,41 
Am 9. IIL. 1927 um gn30” morgens Sem Hypophysin s. c. 
um 19> morgens 0,2 g Guanidinessigsiure i. v. 
pop der Injektion .. . es 1,62 | 5,54 
5 Minuten nach der njokticn = 1,62 5,5 
15 ‘ > ‘ he 1,62 | 5.54 


30 fit 1,62 5,46 


a = - ” 


An 
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Tabelle III (Fortsetzung) 





Praformiertes 
Blutkreatinin 


mg 


Gesamt+ 
blutkreatinin 


my 


Am 13. IV. 1927 um 9 morgens 20 Kinheiten Epithelk irperchenextrakt (Ori- 
ginal Collip) s. c., beim Lintritt der Blutkalkwirkung 0,2¢ 


Guanidinessigsiure i. v 





Vor der Injektion . . . 1,52 6,00 
5 Minuten nach der Inje ‘ktion 1,82 6,00 
15 - a z = Le 1,82 6,00 
30 ‘ e 2 . — 1,82 6.00 
Tabelle 
Kaninchen, mannlich, Gewicht 4000 g 
Praformiertes Gesamt- 
Blutkreatinin blutkreatinin 
mg mg 
Am 19. I. 1927 0,2 ¢ Guanidinessigsaure i. y. 
Asn der Injektion .. . a 1,43 5,82 
5 Minuten nach der lajektion peg 1,56 5,63 
15 " " = " = 1,94 5.50 
39 . is - = — 2.30 5,73 
Am 26. I. 1927 Thyreoidektomie. 
Am 3. IL. 1927 0,2 g¢ Guanidinessigsiure i. \ 
Vor der Injektion ... a ol 1,64 5,22 
5 Minuten nach der lnjektion Cus 1,64 4,82 
15 2 os . “ ' 1,64 8: 
30 - . ~ i mF 1,64 5,25 
Am 17. IL. 1927 um 12 Lcem Hypophysin s. c., 
um 1230’ (,2g¢ Guanidinessigsaure i. v. 
Vor der Injektion peak 2,02 5,638 
5 Minuten nach der Inje sktio n : 1,96 5,22 
15 Pr * ‘ ‘ ‘er 2,02 5,55 
30 ® e . ; 1,95 5.00 


Am 8. III. 1927 um 9615’ morgens tom Hypophysenvorderlappenpraparat s. c 


um 9545’ morgens 0,2 g¢ Guanidinessigsaure. 


Vor der Injektion .. . — 1,64 

5 Minuten nach der lajektion — 1,64 
15 ‘. . . . 4 1,62 
39 . . . - — 1,64 


4.86 

,25 
4.25 
4.25 


Am 8. IV. 1927 um 114 morgens 39 ccm Ultrafiltrat von Rinderserum per os 


um 5 abends 0,2 ¢ Guanidinessigsiure i. v. 


Vor der Lajektion +r 2,0 
5 Minuten nach der Injektion 2,24 
15 . 7 - > 2,54 
30 ‘ - . 2.17 





Intolge Autos 
klavendetckts 
zu Verlust 
gekommen 
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Tabelle [V (Fortsetzung). 





Praformiertes 
Blutkreatinin 


mg 


Gesamt- 
blutkreatinin 


mg 


Am 12. V. 1927 um 104 morgens 20 Einheiten Epithelkérperchenextrakt 
(Original Collip) s. ¢., nach Eintritt der Blutkalkwirkung 0,2 ¢ 


Guanidinessigsaure i. v. 








Vor der Injektion . . ee 1,59 5,62 
> Minuten nach der Inje ktion . 1,59 5,62 
15 4 . - - | 1,59 5,62 
30 ° . ~ 1,59 5,62 
Tabelle V. 
Hund, miannlich, Gewicht 12 kg. 
Praformicrtes Gesamt- 
Blutkreatinin blutkreatinin 
mg mg 
Am 21. Il. 1927 0,05 g Guanidinessigsiure intravends. 
we der Injektion . . "a 1,63 11,68 
15 Minuten nach der Inje ktion. 2,02 11,69 
30 . " is oa 1,83 13,23 
Am 22. III. 1927 Thyrenidehtomie. 
Am 24. III. 1927 0,05 g Guanidinessigsaure i. v. 
Vor der Injektion . . - 1,63 6,20 
15 Minuten nach der Injektion “* 1,63 5,90 
30 ss = i. . 1,63 6,00 
Am 1. IV. 1927 um 10 morgens 1 mg Thgwesde (Henning) s. ¢ 
um 11» morgens 0,05 g¢ Guanidinessigsaure i. v. 
Vor der Injektion “<r 1,22 13,00 
15 Minuten nach der Injektion ‘ter 1,26 13,48 
30 - . es io bic % 1,55 21,42 
Tabelle VI. 
Katze, mannlich, Gewicht 3450 g. 
Praformiertes Gesamt- 
Blutkreatinin blutkreatinin 
mg mg 
Am 6. V. 1927 0,05 g Guanidinessigsaure i. v. 
Vor der Injektion 1,61 11,25 
15 Minuten nach der Injektion 1,72 15,00 
30 “ i ‘ " 2,42 13,48 
Am 19. V. 1927 Thyreoidektomie. 
Am 23. V. 1927 0,05 ¢ Guanidinessigsaure i. v. 
Vor der Injektion 1,82 6,43 
15 Minuten nach der Injektion_ 1,82 6,00 
30 1,82 6,43 


_ 7 - 
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Tabelle VII. 





ia Kaninchen, weiblich, Gewicht 3300 g. 
Priformiertes Gesamt- 
Blutkreatinin blutkreatinin 
mg mg 
ikt a 
dy N2¢ a gee i. Vv. 
Vor der Injektion . . i 1,590 6,190 
5 Minuten nach der Inje ktion 1,720 6,492 
15 = a " “ cca 1,664 6,304 
30 in an _ ‘s eis 1,600 5,930 
(m 2. IX. 1926 Ovariotomie. 
Am 12. IX. 1926 0,2 ¢ Guanidinessigsiure intravends. 
Vor der Injektion .. . 1,540 6,070 
5 Minuten nach der Injektion “i 1,820 6,382 
15 - . - . oe 1,800 6,081 
39 = A = a 1.720 6,000 


Tabelle VIII. 


Kaninchen, mannlich, Gewicht 2250 g. 





Praformiertes Gesamt 
Blutkreatinin blutkreatinin 
mg mg 
.2¢ ‘aie, i. ¥ 
Vor der Injektion . . . 1,510 6,000 
5 Minuten nach der Injektion 1,720 6,498 
15 - ‘ 7 7 — 1,620 6,170 
30 . 2 - a — 1.5% 6.080 
Am 5. IX. 1926 Kastration. 
(m 15. IX. 1926 0.2 ¢ Guanidinessigsaure i. \ 
Vor der Injektion a 1,510 6,010 
5 Minuten nach der Injektio a 1,677 6,560 
15 o _ in a Say 1,600 6,380 
30 s 2 x 1,590 6,090 


ausreichten, durchgefiihrt. Viel wichtiger erschien uns jedoch, 


allem im Hinblick auf unsere Fragstellung, der Nachweis der Methy!- 
gruppe selbst. Wir benutzten zuerst das mikroanalytische Verfahren 
> zur Methylimidbestimmung nach Pregl und Lieb. Wir erhielten jedoch 
keine einwandfreien Ergebnisse damit, da auch die Kontrollversuche 


wechselnd positiv und negativ ausfielen| Wir kénnen in dieser Hinsicht 


die Angaben von Edlbacher! voll bestatigen. Wir gingen deshalb zu der 
von ihm angegebenen Modifikation tiber. Das Edlbachersche Verfahren 
liefert nun unsrer Erfahrung nach ausgezeichnete, absolut eindeutige 
Resultate. Bei den letzten Bestimmungen wurden noch die Ratschlage 
von Friedrich? beriicksichtigt. Da fiir uns das Fehlen bzw. das Vorhanden- 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 1918. 
2? Ebendaselbst 168, 1927. 
Biochemische Zeitschrift Band 191. 24 
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sein der Methylgruppen in unseren Versuchen von Wichtigkeit wa: 
so begniigten wir uns mit dem Nachweis der Methylgruppe tiberhauy: 
Nur in einem einzigen Versuch wurde die Bestimmung auch quantitatiy 
durchgefithrt. In Kontrollversuchen, sowohl bei verschiedenartige) 
Futter, als auch im Hunger, erhielten wir mit der Hisschen Method: 
niemals Niederschlage mit alkoholischer Platinchloridlésung, sondern 
nur nach Einverleibung von Pyridin. Weitere Einzelheiten kénnen 
aus den Protokollen der Tabellen LX und XI entnommen werden. 


Tabelle IX. 


Pyridinversuch zur Darstellung des Pyridylmethylammoniumbhydroxyds 
Hund, mannlich, Gewicht 5'/, kg. 





Verarb Menge des Schmelzpunkt des . 
Urin eitete = Platindoppelsalzes _ Platindoppelsalzes Platingehalt Aethylgruppen. 
Jrinmenge der Base der Base ae 
com mg a 0 nae adioacner 


Am 20., 21. und 22. XI. 1926 je 1g Pyridinsulfat s. c. 

2000 207 207 32.3 positiv 
Am 8. XII. 1926 Thyreoidektomie. 
Am 14., 15. und 16. XII. 1926 je 1g Pyridinsulfat s. ¢ 


2000 40 207 32.5 positiv 
Am 18., 14. und 15. I. 1927 je 1g Pyridinsulfat s. c. 

1500 75,2 positiv 
Am 18., 19. und 20. II. 1927 nach 48stiindigem Hunger je 1 g Pyridinsulfat s. « 

1800 60 208 33,0 = | arcvell 

{ quantitatiy 

Am 24., 26. und 27. II. 1927 (Hungerversuch) je 1 g Pyridinsulfat s. c. 

1000 53 32.6 positiv 


Tabelle X. 


Pyridinversuch zur Darstellung des Pyridylmethylammoniumhydroxyds. 
Hund, mannlich, Gewicht 5 kg. 





Vv , Menge des Schmelzpunkt des 

erarbeitete Fistindoggctasions Platindoppelsalzes Platingehalt Methylgruppen- 

a ores der’ Base nach Edibacher 
ccm mg 8 — 


Am 7., 8. und 9. IIT. 1927 je 1g Pyridinsulfat s. c. 
1800 108 206 32.6 positiv 

Am 29. IIT. 1927 Thyreoidektomie. 

Am 2., 3. und 4. IV. 1927 je 1 g Pyridinsulfat s. c. 
700 20 -- 

Am 14. IV. 1927 Kastration. 

Am 1., 2. und 3. V. 1927 je 1 g Pyridinsulfut s. c. 
800 25 ones . positiv 


positiy 
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Methylierungsfunktion der 


Tabelle XI. 
\\ombinierter Pyridin- 
und Thyreoideaexstirpation. 


und Guanidinessigsiureversuch nach Hypophysen- 

















Junger Hund, weiblich, Gewicht 2 kg. 
Praformiertes Gesamt- 
Blutkreatinin blutkreatinin 
mg mg 
\m 20. IV. 1927 0,025 g Guanidinessigsiure i. v. 
Vor der Injektion Te 1,03 3,15 
5 Minuten nach der Injektion. ~" 1,11 3,40 
15 a “ i a 1,28 3,46 
Am 20., 21. und 22. IV. 1927 je 0.5¢ Pyridineulfat 8. ¢. 
‘ ‘ Menge des Schmelzpunkt des 
Verarbeitete Platindoppelsalzes Platindoppelsalzes Plat halt Methylgruppen- 
Urinmenge der Bese der atagene bestimmuny 
nach Edlbacher 
com mg 0 0), 
600 70 206 32.6 positiv 
{m 9. V. 1927 wurde die Exstirpation der Hypophysis ausgefiihrt '. 
Am 14., 15. und 16. V. 1927 wird je 05g Pyridinsulfat s. c. gegeben. 
1300 10 positiv 
Am 21. V. 1927 wird 0,025 g Guanidinessigsiure i. vy. gegeben. ' 
Pritormiertes Gesamt> 
Blutkreatinin blutkreatinin 
mg mg 
Vor der Injektion 1,13 6,29 
5 Minuten nach der Injektion 1,48 6,66 
15 E - 1.46 6.16 
agen wird am 21. V. 1927 die ‘Thgrecidektemsie durchgefihrt. 
Am 22., 23. und 24. “4 1927 wird je 0,5g Pyridinsulfat s. c. gegeben. 
, : Menge des Schmelzpunkt des 
Verarbeitete Plstindop Isalzes  Platindoppelsalzes Platingehalt Methylgruppen- 
Urinmenge “~ - der Base ng bestimmung 
Pp . nach Edlbacher 
ccm mg 0 
oe 32 207 32.6 positiv 
Am 25. V. 1927 wird 0,025 ¢ Guanidinessigsaiure i. vy. verabfolgt. 
Pratormiertes Gesamt- 
Blutkreatinin blutkreatinin 
mg my 
Vor der Injektion 1,20 6,67 
> Minuten nach der Injektic n 1,20 6,67 
15 ~ a Me 1,20 6,67 P 


' Die Operation wurde von Herrn Dr. Sato nach der von ihm im hiesigen 
pharmakologischen Institut ausgebildeten Methode vorgenommen. 
sind ihm dafiir zu besonderem Danke verpflichtet. 


Wir 








372 Bb. Stuber u. F. Stern: 


Die Versuche (Tabelle LX bis X1) zeigen, daB nach Entfernuny 
der Schilddriise die Menge des ausgeschiedenen Platinsalzes zuriick 
geht, daB aber die Methylierung des Pyridins trotzdem vor sich 
geht, daB sie also voéllig unabhdngig von der Funktion der Schild 
driise verliuft, im Gegensatz zur Methylierung der Guanidinessig 
siure. Auch die Entfernung der Hypophysis ist ohne EinfluB aut 
die Pyridinmethylierung (Tabelle XI), desgleichen die Kastratio 
(Tabelle X). Sie lauft auch ungestért weiter, wenn man bei dem 
Tiere nach Erholung von dem Hypophysiseingriff noch die Schild 
driise entfernt. 


In diesem Versuche wurde auBer der Pyridinmethylierung auch 
noch die Methylierung der Guanidinessigsaure gepriift. Wahrend auch 
hier die Hypophysisexstir pation ohne jeden EinfluB ist, fallt nach Ent. 
fernung der Schilddriise, wie aus den friiheren Versuchen zu erwarten 
war, die Guanidinessigsdéuremethylierung vdéllig weg, waihrend die des 
Pyridins erhalten bleibt. Die Methylierung des Pyridins scheint also 
unabhdngig von der Funktion der innersekretorischen Driisen zu 
verlaufen, wie schon aus den Experimenten Tomitas hervorgeht. 
welche die diesbeziigliche Bedeutung der Leber hervorheben. Ganz 
anders verhalt es sich mit der Methylierung der Guanidinessigsdur: 
fiir sie ist die Intaktheit der Schilddriisenfunktion unbedingt erforderlich. 
Die vorstehenden Versuche bestatigen erneut unsere friiheren Unter- 
suchungen und erweitern sie dahin, daB diese Befunde nicht nur fi 
das Kaninchen, sondern auch fiir den Hund und die Katze Giiltigkeit 
haben. AuBerdem zeigen sie, daB es sich um eine ganz spezifische Ein- 
stellung der Schilddriise gegeniiber der Guanidinessigsiure handelt 
Nur diese Driise ist befaihigt, diese Methylierung durchzufiihren, und 
andererseits beschrankt sich diese Leistung der Schilddriise anscheinend 
auf die Guanidinessigsiure. In dieser Hinsicht sind Untersuchungen 
von Fléssner! von besonderem Interesse. Er konnte in Schweineovarien 
das Vorkommen von freien Purinbasen nachweisen. Vor allem fiallt 
das reichliche Vorhandensein von Paraxanthin auf. Fléssner vermutet 
mit guten Griinden eine endogene Purinbildung im Ovarium, die im 
Falle des Paraxanthins eine Methylierung zur Bedingung hat. Auch 
das von Fléssner nachgewiesene Vorhandensein methylierter Amine, 
vor allem in besonders reichlicher Menge des Neosins, ist bemerkens- 
wert. Fléssner denkt mit Recht an Beziehungen dieser methylierten 
Produkte zur inneren Sekretion des Ovariums. Es erscheint uns auBer 
Frage, und wir befinden uns diesbeziiglich in Cbereinstimmung mit 
den Ansichten Fldéssners, daB diesen Methylierungsvorgiingen eine 


' Zeitschr. f. Biol. 86, 1927. 
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besondere biologische Bedeutung zukommt, um so mehr, als nach 
Fléssner und unseren eigenen Untersuchungen em Teil dieser inter- 
mediaren chemischen Prozesse an die Funktion von zwei biologisch 


hochwertigen Driisen mit innerer Sekretion gekniipft ist. 

Zusammenfassend kénnen wir also sagen: Die Methylierung der 
(uanidinessigsdure zu Kreatin ist bei Hunden, Kaninchen und Katzen 
eine spezifische Funktion der Schilddriise. Hypophysis und Keim. 
driisen kommt diese Fahigkeit nicht zu. Die Methylierung des Pyridins 
dagegen verlauft bei Hunden véllig unabhdngig von der Tatigkeit der 
erwahnten Driisen mit innerer Sekretion. 





Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


XVI. Mitteilung: 


Uber die Glykolyse in kiinstlichen Gerinnungsgemischen (Fibrinogen 
+ Thrombin). 


Von 
Bernhard Stuber und Konrad Lang. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 25. Oktober 1927.) 


In unserer vorhergehenden Mitteilung! haben wir die Beziehunge) 
der Blutglykolyse zur Blutgerinnung klargelegt. Es konnte die A/ 
hiingigkeit des Gerinnungsablaufes von den bei dem Zuckerabbau sich 
bildenden Sauren gezeigt und vor allem auf die Bedeutung der anaeroben 
und aeroben Phase der Zuckerzerstérung, unter spezieller Beriick 
sichtigung der gerinnungshemmenden Mittel, hingewiesen werden 
In zwingender Weise ergaben sich aus diesen experimentellen Befunden 
neuartige Vorstellungen tiber das Wesen des Gerinnungsprozesses 
Der Kiirze halber greifen wir heute auf diese Fragen nicht weiter zuriick 
und verweisen diesbeziiglich auf die erwahnte friihere Arbeit von uns 

Hatten wir in diesen friiheren Untersuchungen die Glykolyse unter 
méglichst natiirlichen Bedingungen, also am gerinnenden Gesamtblut 
bzw. Plasma bestimmt, so schien es uns jetzt von Interesse, die Glykolys: 
auch in kinstlichen Gerinnungsmischungen kennenzulernen. Zu 
solchen zihlt fraglos die Fibrinogen-Thrombingerinnung. Uber dies 
Versuche soll im folgenden berichtet werden. 

Das Fibrinogen wurde nach der Methode von Hammarsten aus Pferde 
blut, das Thrombin nach den Angaben von Alexander Schmidt dargestellt 
Die Zuckerbestimmungen wurden nach Hagedorn-Jensen, die Milchsaéure 
bestimmungen nach Mendel-Goldscheider durchgefiihrt. Es wurde imme: 
zu teem Fibrinogen 1 cem der Thrombinlésung zugesetzt. In den 
Versuchen, in denen als Thrombin Serum verwandt wurde, betrug dix 
Menge des letzteren 2cem. AuBerdem wurde noch zum Vergleic! 
altes Serum, das keine Gerinnung mehr in Fibrinogenlésungen ausléste, 
in denselben Mengenverhaltnissen benutzt. Die Zucker- und Milchséure 


1 Diese Zeitschr. 179, 70, 1926. 
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hbestimmungen wurden immer sofort nach Mischung der Fibrinogen- 
Thrombinlésung und dann beim Eintritt der Gerinnung vorgenommen. 
Bei Verwendung vonaltem, unwirksamem Serum wurden die Bestimmungen 
ebenfalls sofort nach Mischung der Lésungen und auBerdem nach 30 bzw. 
60 Minuten durchgefiihrt. 





Tabelle I. 
Glykolyse wahrend der Fibrinogen-Thrombingerinnung. 
Zucker vor der Zucker im Beginn 
Gerinnung der Gerinnung 
%» %%p 
1 0,018 0,013 
2 0.010 0.013 


Da die Zuckerwerte des Fibrinogen-Thrombingemisches sehr niedrige 
waren, wie aus Tabelle I ersichtlich, und dadurch die den angewandten 
Mikromethoden anhaftenden Fehlerquellen relativ groB wurden, so fiihrten 
wir noch Versuche unter Zugabe von Glucose durch. Die verwandten 
Mengen ergeben sich aus den Analysen. 


Tabelle 11. 
Glykolyse wahrend der Fibrinogen-Thrombingerinnung unter Zugabe von 
Glucose. 





Zucker vor der Zucker im Beginn Milcbsaure vor der Milchsaure im Beginn 





Gerinnung der Gerinnung Gerinnung der Gerinnung 
"lo "lo mgs?) mg-°|o 
l 0.191 0,194 -- 
2 0.188 0,182 
8 0.040 0.0490 3.0 3.0 
4 0,036 0,035 2,0 2.0 
5 0,020 0,022 00 0.0 
6 0,106 0,107 0,0 0,0 
Tabelle (11. 
Zucker Milchsaure 
— Zucker Milchsaure 
a vor der der ‘Cun vor der der Cone. Art 
zeit G G ey des Serums 
serinnung nung erinnung nung es Seru 
Min. 0/5 %o mge® > ings® 


Glykolyse wahrend der Fibrinogen-Thrombingerinnung. Als Thrombin diente 
frisches Serum. 


1 42 0,085 0,082 18 19 Hundeserum 
2 3 0,091 0,084 y 11 Menschl. Serum 
3 2 0,066 0,059 14 16 . » 

4 35 0,098 0,088 10 14 = if 
Glykolyse wahrend der Fibrinogen-Serumgerinnung unter Zugabe von Glucose. 
5 44 0,162 0,154 26 29 Hundeserum 
6 4 0,161 0,153 9 12 Menschl. Serum 
7 4 0,191 0,188 14 16 " n 


8 43 an n 11 13 Bi " 
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Tabelle IV. 





ae Zucker Milchsaure Milchsaure 
Vers im Beginn des am Ende des im Beginn des am Ende des 
ecsushedouer Versuchs Versuchs Versuchs Versuchs 
Min fo °lo mg" 0 mg+® 0 
Glykolyse im Fibrinogen-Serumgemisch. Das verwandte Serum war alt un 
dementsprechend unwirksam, so dab} keine Gerinnung eintrat. 
l 30 0,032 0,029 - — 
2 60 0,022 0,020 20 20 
Derselbe Versuch unter Zugabe von Glucose. 
3 30 0,117 0,117 — 
4 60 0,140 0,142 20 20 


Die Versuche zeigen, daB wahrend der Fibrinogen-Thrombin 
gerinnung bei Verwendung des Alexander Schmidischen Thrombin: 
(Tabelle 11) eine Glykolyse, vor allem unter Beriicksichtigung der Milch 
siiurewerte, nicht nachweisbar ist. Genau dasselbe Ergebnis ist aus 
den Versuchen der Tabelle IV zu entnehmen, in denen an Stelle des 
Schmidtschen Thrombins altes unwirksames Serum angewandt wurde. 
und dementsprechend gar keine Gerinnung eintrat. Die Glykolyse 
bleibt hier, auch unter Zugabe von Glucose, vdllig aus. 

Wesentlich andere Resultate ergeben die Gerinnungsversuche 
in denen als Thrombin frisches, gut wirksames Serum gebraucht wurde 
(Tabelle LI1). Hier sehen wir regelma Big eine deutliche Glykolyse waihrend 
des Gerinnungsprozesses ablaufen, wenn auch nicht so stark, wie 
in den Versuchen am Vollblut unserer friiheren Mitteilung. Betrachtet 
man die zeitlichen Verhaltnisse der Fibrinogen-Serumgerinnung im 
Verhaltnis zur Starke der Glykolyse, so ergibt sich, daB die Glykolys 
um so rascher verliuft, je kiirzer die Gerinnungszeit ist. Es besteht 
unverkennbar zwischen Gerinnungsablauf und Ceschwindigkeit der 
Zuckerzerstérung eine Proportionalitat. 

Es ergibt sich also aus diesen Versuchen unter Beriicksichtigung 
der Glykolyse eine auffallende Divergenz zwischen der Gerinnungs- 
auslésung in Fibrinogenlésungen durch das Alexander Schmidtsche 
Thrombin einerseits und durch frisches Serum andererseits. Die Ge- 
rinnung durch das Schmidische Thrombin verliuft ohne Glykolyse. 
Genau dasselbe Verhalten zeigt unter zeitlich gleichen Verhiltnissen 
altes unwirksames Serum, das in Fibrinogenlésung gar keine Gerinnung 
mehr auslist. Dagegen ist die Fibrinogengerinnung durch frisches, 
stark wirksames Serum immer mit einer deutlichen Glykolyse verkniipft, 
und zwar sind Gerinnungszeit und Geschwindigkeit der Glykolyse 
einander proportional. Die Verhaltnisse liegen im letzteren Falle ahnlich, 
wie bei der Gerinnung des nativen Blutes bzw. Plasmas. Damit ist 
ein neuer Beweis erbracht, daB die gerinnungsauslésenden Faktoren 
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ss Alexander Schmidtschen Thrombins ganz anderer Natur sind, als 
diejenigen der natirlichen, spontan gerinnenden Fliissigkeiten. Wir 
erden dadurch weiterhin in unserer schon in fritheren Arbeiten ex 
perimentell fundierten Anschauung bekraftigt, daB das Alexander 
\chmidische Thrombin mit dem natiirlichen Gerinnungsvorgang nichts 


i tun hat, daB es ein Aunstprodukt ist ohne biologische Bedeutung. 


Zusammenfassung. 

Wihrend bei der Fibrinogen-Serumgerinnung, ahnilich wie der 
spontanen Gerinnung des Gesamtblutes baw. Plasmas, eine deutliche 
Glykolyse auftritt, deren Geschwindigkeit proportional der Gerinnungs- 
eit ist, lA4Bt die Fibrinogengerinnung durch das Alexander Schmiditsche 
Thrombin jede Glykolyse vermissen. Der natiirliche Gerinnungsvorgeng 
und ebenso die Fibrinogen-Serumgerinnung sind also unter Beriick- 
sichtigung der Glykolyse von der Fibrinogengerinnung durch das 
Schmidtsche Thrombin prinzipiell verschieden. Darin wird ein weiterer 
Beweis fiir die artifizielle Natur des Alexander Schmidtschen Thrombins 


erblickt. 


24* 





Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


XVIL. Mitteilung: 


Uber die py-Verschiebung wihrend des Gerinnungsprozesses. 


Von 
Bernhard Stuber und Konrad Lang. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am. 25. Oktober 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In unserer vorletzten Mitteilung! haben wir auf die Untersuchungen 
von Kugelmass hingewiesen und dessen Arigaben iiber die Abnahme 
der H-Ionenkonzentration wihrend des Gerinnungsprozesses bestiatigen 
kénnen. Wir konnten fernerhin zeigen, deB die py-Kurve des Oxalat 
plasmas zunachst abfallt, also eine py-Verschiebung nach der sauren 
Seite eintritt, daB jedoch im Moment der Rekalzifizierung des Oxalat- 
plasmas die py-Kurve sofort den entgegengesetzten Verlauf nimmt 
also im ,gerinnenden Oxalatplasma .dieselbe Verminderung der H- 
lonenkonzentration auftritt, wie bei der Gerinnung des Gesamtblutes. 


Es war fiir uns nun von Interesse, weiterhin die Frage zu entscheiden, 
ob diese H-lIonenadsorption wihrend des Gerinnungsprozesses ein 
fiir die Blutgerinnung spezifischer Vorgang ist, oder ob er sich ebenso 
in anderen Gerinnungssystemen nachweisen laBt. Zugleich schien es 
uns auch erwiinscht, die Verinderung der H -lonenkonzentration 
noch mit einer anderen, als der damals von uns verwandten Methode. 
dem Potentiometer von Mislowitzer und der Chinhydronelektrode, zu 
messen, da ihre Zuverlissigkeit nech neueren Untersuchungen doch an 
einen beschrinkten py-Bereich gebunden zu sein scheint. 


! Diese Zeitschr. 179, 70, 1926. 
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Wir benutzten deshalb fiir die folgenden Untersuchungen die Methode 
er Gaskettenmessung in der Anordnung nach Wichaelis. Als Bezugs- 
ektrode diente die gesittigte Kalomelelektrode, als MeBelektrode die 
Wasserstoffelektrode. Wir bemerken noch, daB die Platinelektroden nach 
dem Versuch frisch platiniert wurden. Da wir zum Studium der H’-Ionen- 
erschiebung wahrend des Gerinnungsprozesses vor allem auch kiinstliche 
jerinnungsgemische, z. B. Fibrinogen-Thrombin, heranziehen wollten, so 
war die tibliche Form det MeBelektrode nicht brauchbar. Bei Verwendung 
iner derartigen Elektrode muBten beide Gerinnungsfaktoren, Gerinungs- 
ubstrat und gerinnungauslésendes Agens, schon zu Beginn miteinander 
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Abb. 1. 
n. 
n 
. gemischt in die Elektrode gegeben werden, und dann erst konnte die 
a) . —— - 
Sattigung mit strO6mendem Wasserstoffgas erfolgen. Da letztere mehrere 
” Minuten in Anspruch nimmt, so war in der Zwischenzeit die Gerinnung 
n schon im Gange. so dab eine Messung, die den ganzen Bereich des Gerinnungs 
vorganges umfaBte, nicht mehr méglich war. Wir konstruierten ung deshalb 
u eine Doppelelektrode, die es gestattete, zuniichst das Potential von jedem 
Faktor des Gerinnungssystems fiir sich allein festzustellen und dann ohne 
n ; : ve : : 
(nderung der Wasserstoffatmosphire beide zur Herbeifiihrung der Ge- 
rinnung zu vereinen und damit vom Beginn der Gerinnung an eine fort 
laufende Messung zu erméglichen. Aus der Abb. 1 ergibt sich die Kon- 
struktion der Doppelelekt rode, 
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Tabelle I. 


Fibrinogen-Thrombingerinnung. Fibrinogen nach Hammarsten, Thromb 


nach flexander Schmidt, je 2 ccm. 











Versuch 
Zeit 
1 2 3 a 5 6 7 Ss 9 
Minuten Pu Pu Pu Pu Pu Pu Pu Pu Pu 
0 — 6.73 8.54 7.11 6.92 S83 7.55 7.54 8.17 
2 6.77 8.59 7.41 7,06 = 3.83 7.73 7.68 8.28 
4 6.81 8.66 7.61 7.99 8.83 7.89 7.78 8.52 
6 6.70 6.96 8.7] 7.91 7, 8.85 8.07 791 8.54 
8 6.89 701 8.76 7.95 7,3 8.85 &.24 8.09 8.54 
1) 7.00 7.03 Gerin-  Gerin- 40 SSS 8.38 8.26 8.56 
12 7.03 7.03 nung nung 7. 8.94 S44 8.44 S.DS 
14 7,08 (rerin 7 8.94 8.46 S52 8.59 
16 7.11 nung 7.3! 8.94 8.46 8.59 8.59 
Is 7.17 Gerin- 8.94 S.44 S62 S59 
20 7,21 nung 8.94 8.44 8.H2 8.59 
22 7 8.93 8.44 S44 8.59 
24 7 8.93 Gerin- 8.64 8.59 
26 Grerin- 8.93 nung S.H4 S.ou 
28 nung 8.93 8.64 Gerin 
30 8.93 8.64 nung 
32 8.93 8.66 
34 8.93 8.61 
36 8.93 S.61 
38 8.93 Gerin 
40 8.93 nung 
42 8,93 
(rerin- 
nung 


Bei * teine Gerinnsel an der Elektrode. Die Untersuchungen wurden an verschiedener 
Tagen durchgefiihrt, dementsprechend sind fiir die verschiedenen Versuche die Thrombin 
lésungen immer frisch dargestellt worden. Das Thrombin stammte meist aus Menschenserum 
in einzelnen Versuchen wurde auch Hunde-«, Kaninchens und Pterdeserum verwandt. 


Die beiden kugeligen, nach unten zu sich verjiingenden Elektroden 
gefaBe (l und 2) haben ein Fasstngsvermégen von etwa 5 cem, sie tragen 
an ihrem oberen Ende eingeschliffen eine Glasréhre mit der Platinelekt rode. 
Der weitere Bau der Doppelelektrode erklirt sich am besten durel 
Schilderung einer Versuchsausfiihrung. In das ElektrodengefaB 1 werden 
1 bis 2cem Fibrinogen, in das Elektrodengefa 2 dieselbe Menge des ge 
rinnungsauslésenden Agens, z. B. Thrombinlésung, eingefiillt. Dann werden 
simtliche Haihne geschlossen. Nun wird an das Mundstiick 3 der Wasser 
stoffapparat angeschlossen, Hahn 4 geéffnet und dieser Teil des Elektroden 
systems mit Wasserstoffgas gefiillt. Nach SchlieBen von Hahn 4, werden 
Hahn 5 und 6 geéffnet, und dadurch die mit Fibrinogenlésung beschickt: 
Elektrode 1 mit Wasserstoff gesittigt. Hahn 6 ist ein Dreiwegehahn (in 
der Abbildung von der Riickseite gesehen), der einerseits die Verbindung 
mit Elektrode 2, andererseits die Kommunikation mit dem frei endenden 
Glasrohr 7 erméglicht. Bei der Wasserstoffdurchleitung durch Elektrode 1 
wird Hahn 6 so gestellt, daB das Wasserstoffgas bei 7 entweichen kann. 











b 
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Tabelle 1!. 


brinogen-Thrombingerinnung in mit Phosphatgemisch gepufferter Losung, 


Mengen wie Tabelle I. 





Versuch 
Zeit 
1 2 3 4 
Minuten Pu Pu Pu Pu 

() 7.44 7.48 6.98 7") 
2 7.44 * 7.48 7.00 72 
4 7,44 7.48 7.£0 72 
6 7.46 7.49 7,00 7,02 
S 7.46 7.49 7.00 7,02 
10 7.46 7.49 7.00 7,02 
12 7.46 7.49 70) (2 
4 7.46 7.49 7.00 7.02 
16 7.46 7.49 70 7.02 
Is 7,46 7.49 7.00 7402 
20 7.45 7.49 7.00 7.02 
22 7.48 7.49 7.00 7,04 
24 7.48 7.49 * 7.00 704 
2) 7.48 7.49 7.72 7.04 
28 7.48 7,49 7.42 7,04 
30 7.48 7.49 7/2 7.414 
32 7,48 7.49 7.02 7.04 
3 7.48 7.49 7.02 7,04 
36 7.48 7.49 7.02 7.04 
38 7.48 7.49 7.02 Gerinnung 
40 7.48 7.49 7.02 

42 7.458 7.49 7.02 

44 7.49 7.49 Gerinnung 

4h 7.49 Gerimnunyg 

crerinununy 
Bei * feine Gerinnsel an der Elektrode. Das Thrombin, nach Alerander Schmidt dat 


gestellt, wurde fiir die einzelnen Versuche in Phosphatgemischen von verschiedenem Py 


(s. Tabelle) gelost 


Die Wasserstoffsattigung erfolgte in der Weise, dab nach Durchleiten 
von etwa 5 Minuten und nach SchlieBung siamtlicher Hahne die Elekt rode 
60mal geschiittelt wurde, dann wurde erneut Wasserstoff zugefiihrt. Diese~ 
Verfahren wurde dreimal vorgenommen. In derselben Weise wurde cic 
Elektrode 2 mit Wasserstoffgas gesattigt, indem dasselbe von 3 aus bei 
gedffneten Hahbnen 8 und 9 die Elektrode durehstrémte. Dadurch konnt« 
nun zundachst das Potential beider Lésungen in Elektrode | und 2 getrennt 
nacheinander festgestellt werden. Die Enden der beiden Elektroden tauchen 
in die gesattigte KCl-Lésung. Durch Offnen der Hahne 10 bzw. 11 konnte 
die Messung sofort erfolgen. Darnach wurde durch geeignete Stellung des 
Dreiwegehahns 6 die Verbindung zwischen Elektrode 1 und 2 hergestellt 
und durch einen leichten Wasserstoffstrom von 9 aus die gerinnungsaus 
lésende Fliissigkeit der Elektrode 2 in die Fibrinogenlésung der Elektrode 1 
iibergefiihrt. Dureh Offnen von Hahn 11 konnte sofort die Messung vor 
genommen und in beliebigen zeitlichen Zwischenraumen, meist in Pausen 
von 2 Minuten, das Potential wahrend des Gerinnungsvorgangs fest- 


gestellt werden. 
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Tabelle Ill. 


Fibrinogen-Serumgerinnung. 





Versucl 
Zeit 
1 2 3 4 
Minuten Pu Pu Pu Pu 
7D S15 7.53 S18 SOS 
2 8.15 7.55 8.18 8.10 
{ S.15 7.53 S.1S 8,12 
6 8.16 7.53 8.20 8,12 
Ss S16 7.55 8,20 8,12 
10 S16 7.55 8.20 S.12 
12 S16 7.95 Grerinnung S.12 
4 S.16 7.57 S.12 
16 S.16 7.97 S.12 
IS S17 7.07 8,12 
20 8.17 7.57 Gerimnunyg 
22 817 #98 
24 S.17 7.08 
6 S.1S 7.58 
IS SIS 7.60 
30 8.18 7.69 
32 8.18 7.60 
54 S.1S 7.60 
36 8.18 7.69 
38 8.18 7.62 
41) S.LS 7.62 
42 SIS 7.62 
$4 Gerinnunyg 7.62 
16 7.62 
$s (rerinnung 


Bei * teine Gerinnsel an der Elektrode. Das Serum stammte vom Menschen 


Wir ermittelten nun die py-Verschiebung in verschiedenen Ce 
rinnungsgemischen. Als solche dienten uns: Fibrinogen — Thrombin 
Fibrinogen — Thrombin in gepufferter Lésung, Fibrinogen — Serum 
rekalzifiziertes Oxalatplesma, NaC l-Salzplasma und schlieBlich die 
Milchgerinnung durch Lab 

Wie aus Tabelle | zu entnehmen ist, tritt waihrend der Fibrinogen- 
Thrombingerinnung eine sehr starke Abnehme der  H’-lonen- 
konzentration, also eine Verschiebung nech der alkalischen Seite zu, 
ein. Die Gerinnung verliuft aber auch im gepufferten Milieu (Tabelle 11) 
Selbstverstindlich kommt hier die Verschiebung nicht so deutlich zum 
Ausdruck infolge der Meskierung durch den Puffer. 

In Tebelle LIT wurde an Stelle des Alexander Schmidtschen Thrombins 
frisches Serum zur Auslésung der Fibrinogengerinnung verwandt. Die 
Ergebnisse sind dieselben, wie bei der Thrombingerinnung. 


Die Tabellen IV und V orientieren iiber die Anderung der H- 
lonenk »nzentration wihrend der Gerinnung des rekalzifizierten Oxalat- 
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Tahelle IV. 


ierinnung von Oxalatplasma (4° 9,) durch Zusatz von 5°, CaCl,-Losung 








Versuch 
Zeit 
1 2 3 4 
Minuten Pu Pu Pu Pu 
0 7.59 7.46 7.90 
2 7.62 7,46 7,97 
4 7,62 7.47 7.99 
6 7,62 7.49 7.99 
Ss 7.62 7.53 7.44 
10 7.64 7.59 7.97 
12 7.66 7.505 Gerinnung 
14 7.07 7.55 
16 7.67 7.57 
1s 7.67 r 7.57 
20 7.67 7 7.09 
22 7,69 7. 7.59 
24 7.69 7. 7.60 
6 7.69 7 7.60 
28 7.69 7. 7.60 
30 Gerinnung rf 7.60 
32 7 7.60 
84 Vad 7.60 
36 7.70 7.60 
38 7.79 7.60 
40 7.79 7.40 
42 7.79 7.60) 
44 cermoun 7.60 
(rerlanuig 


Bei * teines Gerinnsel an der Elektrode. Die Menge des Oxalatplasmas betrug in jedem 


Versuch 2ccm. Die optimale Kalkmenge wurde vorher festgestellt und in die Elektrode 2 ein 


getiihrt, die in ihrem unteren Teile, der die Verbindung mit Elektrode 1, in der sich das Oxalat 
plasma befand, herstelit, eine Mensurierung trug. Als Plasma’diente solches vom Menschen. 


plasmas und der Spontangerinnung des optimal verdiinnten Kochsalz- 
plasmas. Auch hier finden wir tibereinstimmend eime deutliche Zu 
nahme des pu. 


SchlieBlich zeigt uns die Tabelle VI die Ergebnisse bei der Milch 
gerinnung durch das Labferment. Auch hier stoBen wir auf denselben 
Verlauf der py-Kurve, wie in den zuerst geschilderten Gerinnungs 
versuchen. 


Diese Untersuchungen bestiatigen also die Angaben unserer friiheren 
Mitteilung und iibertragen sie auf die verschiedensten Gerinnungs 
systeme. Es tritt ganz allgemein wihrend des Cerinnungsprozesses, 
gleichgiiltig welche Gerinnungsfaktoren aufeinander einwirken, im 
Sinne von Kugelmass eine Adsorption von H -Tonen an die flockenden 
Eiweibkérper ein. Diese Adsorption driickt sich in einer Abnahme der 


H -lonenkonzentration des Gerinnungsmilieus aus, die pg-Kurve 
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Tabelle V. 


Spontangerinnung von NaCl-Plasma dureh Verdiinnung. 





Versuch 
Zeit 
1 2 3 4 
Minuten Pu Pu Pu Pu 
0) 8.41 8.49 8.37 8.70) 
2 8.43 8.49 8.57 8,72 
4 8.45 8.49 S54 8.74 
6 8.45 S51 S.3S 8.74 
~ 8.45 S51 S34 8.74 
1) 8.43 $51 8.59 8.74 
1? 8.43 S51 SY S74 
14 8.45 8.5] S39 8.7: 
1h Gerinnung S51 8.59 8.74 
1s S51 8.39 8.7 
2 } S51 (enrinnung 8.74 
22 S51 S.7 
24 S51 8.7 
yh S51 8.7 
28 S51 8.7 
30 S51 7 
32 8.51 S.7 
34 Gerinnung 8.7 
= 87 
ss 87 
40 8.74 
42 8.7 
44 Gerinnung 
Das Piasma stammte vom Menschen 
steigt also nech der alkalischen Seite hin an. Es ist also diese py- 


Verschiebung nicht etwa ein fiir die Blutgerinnung spezifischer Vorgang 
sie zeigt sich vielmehr genau so bei der Milchgerinnung und _ scheint 


allen flockenden Systemen eigen zu sein. 


Zusammenfassung. 


Es wird die Anderung der H’-lonenkonzentration in verschiedenen 
Gerinnungssystemen mittels der Gaskette in der Anordnung von 
Michaelis bestimmt. Durch die Konstruktion einer Doppelelektrode 
wird die pa-Messung vom Beginn der Gerinnung an in kurzen Zwischen 
riumen erméglicht. Es konnte in den verschiedensten Gerinnungs- 
gemischen ganz allgemein eine Abnahme der H -lonenkonzentration 


wihrend des Gerinnungsprozesses nachgewiesen werden. Diese py 
Verschiebung nach der alkalischen Seite tritt auch wihrend der Milch 


gerinnung auf, sie ist also nicht spezifisch fiir die Blutgerinnung. Sie 


scheint vielmehr ein obligater Vorgang in allen Gerinnungssystemen 


zu sein. 
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Tabelle V1. 
Milchgerinnung durch Lab (Praparat Merck 1: 100000). 





= Versuch 
Zeit 
1 2 | 3 4 
Minuten Pa Pa Pu Pu 
0 6,61 6,60 6,39 6Al 
2 6,65 6,60 6,39 6,41 
4 6,65 6,60 6,41 6,41 
6 6,65 6,62 641 6,48 
8 6.65 6,62 6,41 6,43 
10 6.65 6,62 641 6,45 
12 6,66 6.64 Al 6,45 
14 6,66 6,64 641 6,45 
16 6,66 6,64 6,41 6,45 
18 6,66 Gerinnung 641 6,45 
20 Gerinnung 6Al 6,45 
22 641 6,45 
24 641 6,45 
26 §Al 6,45 
28 6.43 6,45 
30 6.43 645 
32 6,48 6,45 
34 643 6,45 ° 
36 6,43 6,45 
38 Gerinnung 645 
40 6,45 
Gerinnung 
H- 
ig 
nit 
en 
on 
wile 
n 
Us 
ion 
DH 
ch 
Sie 
ben 
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Untersuchungen zur Lehre yon der Blutgerinnung. 


XVIIL. Mitteilung: 
Uber den Einflu8 der Hypo- und Hyperkapnie auf die Blutgerinnung. 


Von 
Bernhard Stuber und Konrad Lang. 
(Aus der Medizinischen Klinik zu Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 25. Oktober 1927.) 


Nachdem wir in unseren friiheren Untersuchungen! die ursdchlich: 
Bedeutung der Blutglykolyse fir den GerinnungsprozeB nachgewiesen 
hatten, war es naheliegend, die Frage zu priifen, inwieweit experimente!! 
bedingte Anderungen im Ablauf der Blutglykolyse den Gerinnungs 
vorgang zu beeinflussen vermégen. Wenn einerseits auch zu erwarten 
war, daB derartige Abweichungen vom physiologischen Geschehen nur 
durch extrem gestellte experimentelle Bedingungen zu erreichen sein 
wiirden, so durften andererseits diese Eingriffe auch nicht das Leben 
der Versuchstiere gefahrden. Unter diesen Gesichtspunkten schienen 
uns zwei Wege zur experimentellen Beantwortung zu fiihren. Nach 
den Angaben der Literatur liegt das Optimum der Blutglykolyse bei 
einem py von 7,5 bis 8,0. Eine Hypokapnie und damit eine Verschiebung 
der Blutreaktion nach der alkalischen Seite glaubten wir am einfachsten | 
durch langere Uberventilation zu erreichen. Die andere Méglichkeit | 
zur experimentellen Klarstellung ‘der aufgeworfenen Frege erblickten 
wir in der entgegengesetzten Richtung, in der Kohlensdureanreicherung 
des Blutes unter Vermeidung zu starker Blutsiuerung. Um eine der- 
artige Hyperkapnie herbeizufiihren, lieben wir die Tiere iiber langere 
Zeit hin ein kohlensiurereiches Luftgemisch von bestimmtem Prozent - 





gehalt an CQO, einatmen. 

Als Versuchstiere benutzten wir Hunde. Dieselben wurden in Somnifen 
narkose tracheotomiert und mit dem H. Meyerschen Atmungsapparat 
verbunden. Das Blut wurde aus der Schenkelarterie entnommen. Die 
Zucker- und Milchséurebestimmungen im Blute wurden nach Hagedorn-Jensen 
bzw. nach Mendel-Goldscheider durchgefiihrt, und zwar direkt nach Ent- 


1 Diese Zeitschr. 179, 70, 1926. 
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nahme des Blutes und 5 Minuten spater, also wahrend des Gerinnungs 
prozesses. Trat die Gerinnung friiher ein, so wurden die Bestimmungen 
im Beginn der Gerinnung vorgenommen. Die Feststellung der Gerinnungs 
zeit erfolgte mit dem Apparat von Heubner und Rona* bei 37°C. AuBerdem 
wurden die quantitativen Anderungen der korpuskuliren Blutelemente 
nach den iiblichen Methoden festgestellt. Die Zahlung der Thrombocyten 
wurde nach dem in neuester Zeit von F. B. Hofmann? und dessen Schiile 
Fléssner® angegebenen Verfahren durchgefiihrt. Die GréBe der Uber- 
ventilation, ebenso der CO,-Gehalt der Atmungsgemische und die Dauer 
der einzelnen Versuche sind aus den Protokollen der Tabellen I und II 
ersichtlich. Samtliche Bestimmungen wurden in halbstiindigen bzw. ein 
stiindigen Intervallen durchgefiihrt. 

Wie aus Tabelle 1 zu entnehmen ist, tritt unter dem EinfluB der 
Uberventilation, die im Minimum 12 Liter, im Maximum 43 Liter pro 
Minute betrug. nicht nur eine sehr starke Beschleunigung der Blut- 
gerinnung ein, sondern es zeigen sich auch erhebliche Veranderungen 
der morphotischen Blutelemente nach der quantitativen Seite hin. 
Die Gerinnungsfihigkeit nimmt in allen Versuchen wahrend der Chber- 
ventilation erheblich zu, maximal um den 5- bis 6fachen Betrag des 
Ausgangswertes. Die Zahl der Erythrocyten zeigt wahrend der Versuchs- 
dauer im allgemeinen ein leichtes Ansteigen, dagegen findet sich im 
leucocytaren Blutbild kein einheitliches Verhalten. Was aber besonders 
auffallt, ist die regelmaiBige und sehr starke Vermehruny der Throm- 
bocyten, maximal bis auf das 3,5fache vom Wert zu Beginn des Versuchs 
Qualitative Anderungen des Blutbildes wesentlicher Art konnten wir 
nicht beobachten. 

Betrachten wir nun noch den Verlauf der Glykolyse, so fallt eine 
sehr starke Beschleunigung dieses Prozesses waihrend der Dauer der 
Uberventilation auf. Besonders deutlich zeigt sich dieses Verhalten 
in den zwei letzten Versuchen der Tabelle 1. Wahrend hier zu Beginn 
der Versuche im gerinnenden Blute nach 5 Minuten die Zuckerabnahmen 
sich auf — 0,006 bzw. 0,009°, und die Milchsiurezunahmen sich 
auf + 1 bzw. + 4 mg-°, beliefen, so stieg- unter dem EinfluB der Uber- 
ventilation die Glykolyse so an, daB die Zuckerabnahmen 0,013 
bzw. — 0,017°, und die Milchsiurezunahmen — 26 bzw. — 12 mg-°,, 
betrugen. Dabei mu8 noch besonders beriicksichtigt werden, dab 
infolge der gleichzeitigen Gerinnungsbeschleunigung die Bestimmung 
der Glykolyse nicht erst, wie in den Kontrollen, 5 Minuten nach Ent. 
nahme des Blutes wahrend der Gerinnung desselben, sondern im Beginn 
der Gerinnung, im ersten Felle schon nach 2! Minuten, im zweiten 
Falle schon nach 2'/, Minuten vorgenommen werden mubte. Es besteht 


! Diese Zeitschr. 130, 463, 1922. 
2 Deutsch. med. Wochenschr. 1926, Nr. 21. 
% Zeitschr. f. Biol. 77. 
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Ta 
Hypokapniev ern, 





Hund 1, 


mannilich, 


iS kg 
Gewicht 


Hund 2 


mannlich, 


16 kg 
Gewicht 


Hund 3, 


mannlich, 


20 kg 


(rewicht 


Hund 4, 


manniich, 


2ikg 
(Gewicht 


Hund 5, 


mannlich, 


16 kg 


Gewicht 


Versuchsdauer in Minuten: 


Gerinnungszeit . . 

Zahl der Thrombocyten 
m . Erythrocyten . 

Leucocyten 


Pa: 

Gerinnungeseit 

Zah] der Thromboc yten 
n » Erythrocyten . 

Leucocyten 


” ” 


Pu 


Gerinnungsze it 
Zahl der Thrombocyten 
" , Erythrocyten . 
™ » Leucocyten .. 
Zucker direkt nach Entnahme 
Zucker nach 5 Minuten bzw. im Be- 
ginn der Gerinnung , 
Milchsaure direkt nach Entnahme . 
Milechsaiure nach 5 Minuten bzw. im 
Beginn der Gerinnung 
Glykolyse, Zuckerabnahme . 
Milchsaurezunahme 


Pa — 
Gerinnungszeit ae 
Zahl der Thromboc ryten 
” . Erythrocyten . 
- Leucocyten . 
Zucker direkt nach Entnahme 
Zucker nach 5 Minuten bzw. im Be- 
ginn der Gerinnung 
Milchsaure direkt nach Entnahme 
Milchsiure nach 5 Minuten bzw. im 
Beginn der. Gerinnung 
Glykolyse, Zuckerabnahme . 
a Milchsaurezunahme 


Pu 


( jerinnungszeit . 
Zahl der Thrombocyten 
@ . Erythrocyten. 

e Leucocyten + ‘etm 
Zucker direkt nach Entnahme 
Zucker nach 5 Minuten bzw. 

ginn der Gerinnung 
Milchsaure direkt nach Entnahme . 
Milehsiure nach 5 Minuten bzw. im 
Beginn der Gerinnung 
Glykolyse, Zuckerabnahme . 
Milchsanrezunahme 


im Be- 


9’ 00” 
430 000 
7 920 000 
13 200 


7.48 
7’ 50” 
599 000 
8 360 000 
10 000 


7.18 
q' 45" 
5 680 000 
6 600 
0,090°%, 


0,072°, 
12 mg-°, 


16 mg-%% 


— 0,018 %% 
- 4mge-% 


7,32 

7' 30" 
400 000 
4 520 000 

9 800 

6,096 ©, 


0,090 % 
19 mg-% 


20 mg-%%, 


0,006 % 


1 mg-°, 


7.35 

6' 35" 
540 000 
5 100 000 
6 000 
0.129%, 


0,120°% 
12 mg-°, 


16 mg-% 
0.009%), 
L 4 mg-°, 


6' 25 
1 260 « 
7 480 

@: 


7,73 

7’ 25 

B40 1K 
8 ORD Oy ’ 
4 4) 
7,35 
10’ 50 
530 ( 
4 329 
4 
0.095 Vv 








0,070 .- 
13 mg- 


16 mg- 
— 0.025 
3 mg 





7.44 
2’ 30’ 


829 (0 
5 9400 » 


0.097 ' we 





0,084 
7 mg- 





26 mg- 
— 0.015 
26 mez 
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Tah 
LleVerymere! Hyperventilation. 
; 60 90 120 150 180 
6’ 25 Gr. d. Hyper 
P60) 0 ventilation 
48 12 Liter pr 
65 Minute 
7.73 7.74 7,59 Grobe der 
7° D5 7’ 05” 7’ 45’ Hy perventi- 
40 ‘ | 580 000 454 000 lation: 
ARO 0 1260 000 9 629090 36 Liter pr 
44 5 000 2 600 Minute 
7.35 7,33 
0 50 4 4" 
530 0 550 000 
R21 i 5689 000 
48) 5690 Grobe der 
095 0,089 °% Hyperventi 
lation 
070 068 Yo 12 Liter pr 
| me- >mg-°, Minute 
mg- 16 mg-%, 
0,025 0.021, 
3 meg 3 mg~"/o 
7.44 7,56 
” 30 1' 30° 
2") 800 000 
40 0 6 860 000 
_ . Grobe der 
097 wegen zu Hy perventi- 
itzlich ein- lation 
O84 retender Ge- 35 Liter 
mg- T.nnung waren pro Minute 
die Best. 
meg- inmoglich 
013 
6 meg 
7.70 7.86 7.89 
5D’ 50" 6' 05" 2’ 15’ 
770 000 489 000 1 9090 000 
5 660 000 5 260 000 7 100.000 
6 800 9000 = Grobe der 
0.113% 0.100% 0,085 °, Hyperveut 
lation 
0,106 % 0,082 °% 0,068 °,, 43° Liter 


i mg-% 


43 mg-% 
0.007% 
7 mg-% 





46 mg-% 


53 mg-% 
2% 0,018% 
/mg-% 


35 mg-°, 


47 mg-%, 
0,017°, 


+ 12 mg-% 


pro Minute 
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Hyperkapnievers 





Hund 6, mannlich. 


iS ke Gewicht 


Hund 7. mannlich, 


Is ke (rew icht 


Hund 8, mannlich, 


Ll)ke Gewicht 


a | 
Hund 9 mannlich, 
12 k¢ Gewicht 
, 


Versuchsdauer in Minuten: 


Pu 

Gerinnungszeit 

Zahl der Thrombocyten 

» Erythrocyten 

‘ Leucocyten 

Zucker direkt nach Entnahme ; 

Zucker nach 5 Minuten bzw. im Beginn der 
Gerinnung 

Zuckerabnahme 


PH 
(rerinnungszeit . 
Zahl der Thrombocyten 
7 » Erythrocyten 
o Leucocyten 
Zucker direkt nach Entnahme 
Zucker nach 5 Minuten bzw. im Beginn der 
Gerinnung 
Zuckerabnahme 


Pu 
Grerinnungszeit . 
Zahl der Thrombocyten 
» Erythrocyten 
» » Leucocyten ; 
Zucker direkt nach Entnahme . 
Zucker nach 5 Minuten bzw. im Beginn der 
Gerinnung . 5 a ; 
Milehsaure direkt nach Entnahme 
nach 5 Minuten bzw. im Beginn 
der Gerinnung 
Glykolyse: Zuckerabnahme 
" Milchsaurezunahme 


Pu 

Grerinnungszeit 

Zahl der Thrombocyten 
- . Erythrocyten 
" 9 Leucocy ten 

Zucker direkt nach Entuahme . 
4 im Beginn der Gerinnung 


Milchsaure direkt nach Entnahme 
im Beginn der Gerinnung 


Glykolyse, Zuckerabnahme 
= Milchsaurezunahme 


5 40 000 


7.30 
6' 15 
740 0} 

5 480 00 
6 400 
0.116 


0.112 
0.004 


SSO OK 
230 00 


~I 


7 OO 


0.095 


O09] ° 
0.004 
7.25 ¥ 

s' 10" 
760 OO) 
> 780 00) 
6 600 

0,136 ° 


0,139 % 
12 mg-° 


1> mg-° 
0.006 ° 
3 mg-° 
7.35 
4°15” 
54 000 


8 400 
0.107 ®, 
0,103 &% 
13 mg-°® 
15 mg-%, 

0,004 © 


2 mg-° 












O00 
7 OO 


195 | 


91 * 
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25 
10” 
OOD 
100) 
b 600 


6° 


I 





ch CO,-Atmung,. 
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770 000 
5 720 000 
9 000 
0.080 © 


0.075 


7,12 

6) 45 
940 O00 
6 100 000 
6 200 
0.100 °,, 


O.1195 ° 


O05 °, 


1°00 
en Zerfalls nicht zahibar 
5 000 000 


0.093 ° 
0.080 °; 


ll mg-°, 
13 mg-°, 
0.013 ° 


2 mg-° 


oo 


7,16 

2° 25" 
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6 780 000 


0.064 °, 


0,056 © 


0 
0.008 ©, 
7.08 
2' 50" 

1 700 000 

7 180 000 


O.098 °. 

O.089 ° 

0.009 8, 

7,14 

2’ 30” 
2 000 O00 
6 540 000 


0.120 ° 


114° 


7 mg-°, 


ll mg-° 
0,006 °, 
+ 4mge-° 


120 


7,14 
3°00 
Wegen Zerfalls nicht zahlbar 
5 720 000 
& SOO 


0.064 °, 


0,054 ° 


—0,010° 


7,08 
2° 00 
Wegen Zerfalls nicht zahlbar 
7 140.000 


Bestimmung ging 
verloren wegen zu 

plotzlich eintretender 
| Gerinnung 


7.06 
1°39" 
Wegen Zerfalls nicht zablbar 
4 580 000 


0.107 ° 


0,089 © 


9% mg-' 


12 mg- 
0.018 


+ 3mg-°, 


7,06 
0' 59 
Wegen Zertalls nicht zahlbar 
5 480 000 


0,078 % 
0.071%, 
¥Ymg-” 
12 mg-° 
0.007 % 


+3 mg-% 


7 Liter pro Minute 
10°. CoO, 
7 Liter pre Minute 


19% COs, 


6.5 Liter pro Minute 


19°, COs 


7 Liter pro Minute 
10%, CO, 
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also auch hier, wie in unseren friiheren Versuchen, eine vollkommen: 
Proportionalitat zwischen Beschleunigung der Blutgerinnung einerseits 
und Geschwindigkeit der Blutglykolyse andererseits. Diese starke Be- 
schleunigung des Blutzuckerabbaues diirfte nicht allein mit der durch 
die Uberventilation bedingten Alkalosis, die maximal bis zu einem 
pu — 7,89 anstieg, ursichlich verkniipft sein, vielmehr glauben wir als 
wesentliches atiologisches Moment dafiir, genau wie fiir die Gerinnungs- 
zunahme, die starke Thrombocytenvermehrung verantwortlich machen 
zu miissen. 

Gehen wir nun zur Besprechung der in Tabelle Il wiedergegebenen 
Versuche mit kiinstlicher CO,-Atmung iiber, so zeigen sich hier ganz 
analoge Ergebnisse. Die Gerinnungsbeschleunigung tritt hier noch 
deutlicher zutage als bei den Uberventilationsversuchen. Maximal 
geht die Gerinnungszeit bis auf ein Achtel des urspriinglichen Zeit - 
wertes zuriick. Auch hier stoBen wir wieder auf eine besonders starke 
Vermehrung der Thrombocyten durch die CO,-Atmung, maximal bis 
auf nahezu den 3fachen Betrag des Ausgangswertes. Schon bei den 
Uberventilationsversuchen fiel uns auf, da8 mit der Zunahme der 
Thrombocyten auch ihre Neigung zum Zerfall wuchs. Das zeigte sich 
in den Versuchen mit CO,-Atmung in noch weit ausgesprochener Weise. 
Obwohl die Hofmann-Fléssnersche Methode der Thrombocytenzihlung 
zweifelsohne das schonendste Verfahren darstellt, das wir zurzeit be- 
sitzen, und wir so rasch wie méglich arbeiteten, gelang es uns in den 
Versuchen der Tabelle II vielfach nicht, eine Zahlung der Thrombocyten 
durchzufiihren, weil dieselben trotz aller Kautelen sofort zerfielen. Und 
zwar war es meist dann der Fall, wenn auf Grund der CO,-Atmung 
die Gerinnungsbeschleunigung am stirksten war. Das Blutbild war 
dann infolge des massenhaften Unterganges der Thrombocyten wie mit 
kleinen Kérnchen iibersit. Aus diesem Grunde diirften die oben an- 
gebenen Maximalwerte der Thrombocytenvermehrung unter C O,-EinfluB 
sicher noch zu niedrig sein. Die tibrigen Verainderungen des Blut- 
bildes, sowohl in quantitativer als auch in qualitativer Hinsicht, sind 
auch hier nicht wesentlich von Bedeutung. 

Aber auch in diesen Versuchen stoBen wir wieder auf eine ganz 
ausgesprochene Beschleunigung der Zuckerzerstérung, parallel der Zu- 
nahme der Gerinnungsfihigkeit. Besonders deutlich zeigt sich dieses 
Verhalten in den beiden letzten Versuchen der Tabelle 11, in denen 
auch die Verinderungen der Milchsiurewerte unter dem Einflu8 der 
CO,-Atmung beriicksichtigt wurden. So betragt im vorletzten Versuch 
die Zuckerabnehme bzw. Milchsiurezunahme im gerinnenden Blut, 
5 Minuten nach Entnahme aus dem GefiB, — 0.006%, bzw. + 3 mg-%. 
nach 2stiindiger CO,-Atmung im Beginn der Gerinnung, trotz Herab- 
gehens der Gerinnungszeit auf 1 Minute 30 Sekunden, aber — 0,018°, 
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baw. +- 3mg-°,. Im letzten Versuche ergab sich bei einer Gerinnungs- 

zeit von 4 Minuten 15 Sekunden zu Beginn des Versuchs eine Zucker- 

abnahme von — 0,004°, und eine Milchsiurezunahme von + 2 mg-%%, 

nach 2stiindiger CO,-Atmung waren aber trotz starker Verminderung 

der Gerinnungszeit auf nur 50 Sekunden die entsprechenden Werte 
0,007 %, bzw. + 3 mg-%,. 

Vergegenwirtigt man sich die groBen zeitlichen Differenzen infolge 
der Gerinnungssteigerung, so ist die Beschleunigung der Zuckerzerstérung 
besonders in die Augen springend. Und auch hier ergibt sich wieder die 
Parallelitaét zwischen Beschleunigung der Glykose und der Blutgerinnung 
besonders deutlich. Die von uns nachgewiesene starke Zunahme der 
Gerinnungsfahigkeit des Blutes unter der Einwirkung der C O,-Atmung 
diirfte durch mehrere Faktoren bedingt sein. Zunachst wird die Ver- 
schiebung der Blutreaktion nach der sauren Seite, in unseren Versuchen 
maximal bis zu einem py = 7,06, die Entladung und damit die Flockung 
der PlasmaeiweiBkérper begiinstigen. AuBerdem spielen aber auch 
hier die Thrombocytensteigerung und die vermehrte Neigung der Throm- 
bocyten zum Zerfall, ferner die starke Zunahme der Blutglykolyse die 
Hauptrolle. Die Steigerung der H -lonenkonzentration diirfte in unseren 
Versuchen zu klein sein, um die Glykolyse in negativem Sinne zu be- 
einflussen. Wohl aber kénnte auBer durch die Thrombocytenvermehrung 
auch durch die bei langerer C O,-Atmung eintretende geringere Bindungs- 
fihigkeit des Oxyhimoglobins fiir Sauerstoff die Glykolyse begiinstigt 
werden. 

Durch die bekannten Untersuchungen von Michaelis und von 
Rona wissen wir, daB die Blutglykolyse an die morphotischen Blut- 
elemente, und zwar an Erythrocyten und an Leucocyten, gekniipft 
ist. Es erscheint uns aber auf Grund dieser Untersuchung sehr wahr- 
scheinlich, daB auch die Thromborcyten an diesem Prozesse wesentlich 
beteiligt sind. Jedenfalls spricht die in unseren Versuchen zutage 
tretende Ubereinstimmung zwischen Beschleunigung der Blutgerinnung 
und Blutglykolyse einerseits und Thrombocytenvermehrung anderer- 
seits, bei sonst unwesentlichen Veriinderungen der tibrigen korpus- 
kularen Blutelemente, in diesem Sinne. Man wird sich in dieser Hinsicht 
mit relativen Schliissen zurzeit begniigen miissen, da eine quantitative 
Erfassung der Thrombocyten, abgetrennt vonden ibrigen Blutelementen, 
uns nicht méglich erscheint. Wir kénnen in dieser Hinsicht die Angaben 
von Hofmann und seinen Schiilern iiber die ungemein leichte Vulnera- 
bilitat der Thrombocyten, vor allem der kleinen Formen, bestatigen 
Wenn man noch so vorsichtig vorgeht, so treten schon nach wenigen 
Minuten Zerfallserscheinungen auf. Von einem Abzentrifugieren der 
Plattchen, um sie getrennt auf ihr glykolytisches Vermégen zu priifen. 
haben wir deshelb Abstand genommen, da man unter diesen Umstianden 
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kaum die Haljte der Thrombocyten, und zwar giinstigstenfalls nur di: 
groBen, resistenteren Formen zu fassen bekommt, und gerade sie diirfte 
im Gegensatz zu den leicht zerfallenden kleinen Thrombocyten fiir dix 
in Frage stehenden biologischen Prozesse von weit untergeordnetere: 
Bedeutung sein. Auch diese Untersuchungen haben uns erneut ein: 
Bestatigung von den ursdchlichen Beziehungen der Blutglykolyse zun 
Cerinnungsablauf gebracht. Sie zeigen, wie unter den experimentelle: 
Bedingungen der Hypo- und Hyperkapnie, Gerinnungszeit und Verlau; 
der Blutglykolyse sich gleichsinnig dndern. Dabeisehen wir inder Anderung 
des biologischen Prozesses der Blutzuckerzerstérung das primdre Moment. 
das den Gerinnungsverlauf in seinem zeitlichen AusmaB absulot beherrscht 
wobei wir auch die nachgewiesene T'hrombocytenvermehrung in direkten 
Zusammenhang mit der Beschleunigung der Blutglykolyse setzen, und 
dementsprechend die Zunahme der Gerinnungsfahigkeit nur als indirekt 
Folge der Thrombocytenzunahme betrachten méchten. DaB gerade 
die auch klinisch realisierbaren Bedingungen der Hypo- und Hyper- 
kapnie derartig ausgesprochene Veranderungen des Gerinnungssystems 
hervorrufen kénnen, scheint uns im Hinblick auf pathologische Zustande 
‘itiologisch nicht unwichtig zu sein. Wir werden dariiber demnachst 
berichten. 
Zusammenfassung. 

Es konnte experimentell nachgewiesen werden, daB unter dem 
EinfluB von Hypo- und Hyperkapnie die Gerinnungsfahigkeit des Blutes 
stark erhéht und die Blutglykolyse erheblich beschleunigt wird. \n beiden 
Fillen zeigt sich eine sehr ausgesprochene Vermehrung der Throm- 
hocyten. Auf die Parallelitét zwischen Beschleunigung von Blutgerinnung 
einerseits und Blutglykolyse andererseits wird erneut hingewiesen. 
Beziehungen zwischen gesteigerter Blutglykolyse und Thrombocyten- 
vermehrung werden wahrscheinlich gemacht. In diesem Sinne ist letztere 
nur indirekt fiir die Gerinnungsbeschleunigung verantwortlich. Als 
primdres Moment fiir die Gerinnungszunahme wird die gleichsinnige 


Anderung der Blutglykolyse betrachtet. 
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Stoffwechsel der Blutplittchen. 


Von 


G. Endres und F. Kubowitz. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 28. Oktober 1927.) 


Warburg und Onaka' sowie bald darauf Morawitz und Laeber* haben 
die Atmung der Blutplattchen gemessen, indem sie die Sauerstoffzehrung 
von Hirudinblut und defibriniertem Blut verglichen. Gibt dieses Ver- 
fahren auch ungefahr richtige Resultate, so werden die Versuche doch 
durch die Anwesenheit der roten Blutzellen, deren Stoffwechsel nicht 
immer zu vernachlissigen ist, kompliziert. Wir haben diese Kompli- 
kation vermieden, indem wir die Atmung der Blutplattchen nach 
Entfernung der roten Blutzellen untersuchten. Neben der Atmung 
haben wir auch die anaerobe Glykolyse gemessen 


Versuchsanordnung. 


3 Volumina Blut wurden mit 1 Volumen Citrat (1,1°, Na,-Ci‘rat, 
0,.7°%, NaCl) vermischt. Nach einer Vorschrift von Morawitz* wurde 
zentrifugiert, bis sich die roten und die Hauptmenge der weiben Blut- 
zellen abgesetzt hatten. Dann wurde das Plasma, das die Plattchen 
enthielt, abgehoben und der Stoffwechsel nach Zusatz von Bicarbonat 
und Glucose manometrisch gemessen*. Die Bicarbonatkonzentration 
war 25.1072 n, die Glucosekonzentration etwa 1 . 10-7 n. 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 193, 1911 (3. April). 

2 Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 140, 281, 1911 (24. Mai). 

% Deutsch. Arch. f. klin. Med. 79, 215, 1904. 

4 O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Springer, 


1926. 
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In den ersten Versuchen (1 bis 3 der Tabelle) wurden die Blut 
plattchen durch weiteres Zentrifugieren in besonders geformten Haima 
tokriten! * konzentriert. Spater zeigte sich, daB dies iiberfliissig ist 
da auch ohne Konzentrierung der Plattchen die manometrischen Aus 
schlige hinreichend groB waren. 


Das menschliche Blut wurde aus der Armvene gewonnen, das 
Hundeblut aus der Arterie femoralis (Morphiumnarkose). 


Zellvolumen und Zellgewicht wurden, wie in der Arbeit iiber 
den Stoffwechsel der weiBen Blutzellen beschrieben ist, bestimmt 4 


Ergebnisse. 


Die Ergebnisse sind in Tabelle | zusammengestellt. In Protokoll | 
ist ein Versuchsbeispicl mit allen experimentellen Einzelheiten wicder- 
gegeben. Die anaerobe Glykolyse der Blutplattchen ist betrachtlich 
und wird durch die Atmung im wesentlichen zum Verschwinden 
gebracht. Auffallig ist dabei, daB eine Atmung von rund 5 zur Be- 
seitigung einer Glykolyse von 17 bis 22 geniigt. 


Tabelle I. 


Versuchstemperatur 37,7°. Citratplasma. Aerob: 5°, CO, in Luft. Anaerob: 
5% CO, in Stickstoff. 





Nr —— 0, Oe ey 
1 Mensch. . .. . 8.4 + 53 + 21 
2 Hund ei —54 0 + 22 
3 eae 4.9 0 +418 
4 Hund .. —" 4,9 +1 +18 
5 BE eink, has Fe. bn 2 5.2 0 +18 
6 Hund). . . ; — 5.2 +1 +17 


' G. Endres, Zeitschr. f. Biol. 86, 260, 1927. 

2 Herr Prof. M. von Frey-Wiirzburg stellte sie uns in freundlicher 
Weise zu unseren Versuchen zur Verfiigung, wofiir wir ihm auch an dieser 
Stelle unseren Dank aussprechen. 

3 Fleischmann und Kubcwitz, diese Zeitschr. 181, 395, 1927. 

* Mein Einwand (G. Endres, Zeitschr. f. Biol. 86, 260, 1927), der von 
Fleischmann und Kubowitz gemessene Leucocytenstoffwechsel sei zum Teil 
Stoffwechsel der Blutplattchen gewesen, ist nicht stichhaltig, weil im Blute 
der von Fleischmann und Kubowitz benutzten Versuchstiere (Gianse) keine 
Blutplattchen vorkommen. Endres. 
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Protokoll I (Versuch 5 der Tabelle I). 


Blutplattchen aus Hundeblut; gemessen in Citratplasma, 37,7°C.  Bi- 








carbonat: 2,5.10-* Mole/Liter. Zugesetzte Glucose: 1,5 g/Liter. 3 cem 
Suspension enthielten 1,26 mg Blutplattchentrockensubstanz. 
vp = Volumen der Suspension. 
GetaB A GefaB B GefaB C 
Gasraum . SS dal a . 5° 5 COs» in Luft 5 %J9 CO, in Lutt 5°, COs in Ng* 
Volumina in ccm .. . vp= 7 Up = 3 Up 
Vy 6,33 v,, = 10,20 Ve 10,03 
GefaBkonstanten in qmm . Ko, — 0,574 ko, = 0,905 i Ringer 1,045 
7Ringer _ Ringer sa 
Koo® = 0,935 Koos 1,06 
f Ju \ (du J u 
= 0,048 = 0,048 = Of 
(ap) (ap), Jp) u _ 
Ss - Ss 
Koo, = 1271 Keg, = 1204 ky = 1.243 
| H —45imm h —O,5mm | h 6.5 mm 
Druckanderung in 20’; || H 45mm | h -0 mm | hk 6.5 mm 
H —5 mm h —1 mm ih 6 mm 
Vo, 5.25 
0» . Ne » OF 
QY LOD . Qe 18.25 


* In den anacroben Versuchen wurden die Gasmischungen iiber gliihendem Kupfer vom 
Sauerstoff befreit. 


Herrn O. Warburg sprechen wir fiir die Hilfe bei dieser Arbeit 
unseren Dank aus. 








Intermediirer Kohlehydratstoffwechsel. 


V. Mitteilung: 
EinfluB der Amytal-Narkose auf die verschiedenen Reaktionsformen des 
Hundes bei intravenéser Dauerinjektion des Traubenzuckers. 


Von 


M. Wierzuchowski und H. Gadomska. 


(Aus der Stoffwechselabteilung und dem Institut fiir physiologische Chemi« 
: der Universitat Warschau.) 


(Eingeqangen am 1. November 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der Absicht, die von uns bei der intravenésen Glykosedauer- 
infusion isolierten Reaktionsformen des Hundes (1) unter verschiedenen 
Bedingungen zu untersuchen, haben wir zuerst die Narkose angewandt. 
Als Narkoticum haben wir ausschlieBlich das ,Amytal* (lso-amylathyl- 
barbitursaure) benutzt, da Deuel, Chambers und Milhorat (2) (in Professor 
G. Lusks Laboratorium) unwiderlegbar nachgewiesen haben, daB man 
wiahrend der Amytal-Narkose beim Hunde im Blutzuckerspiegel keine 
erheblichen Abweichungen von der Norm findet, und daB, falls kein 
Schiittelfrost eintritt, in der Warmeproduktion keine irgendwie be- 
deutende Veranderung entsteht. Da sich auch gezeigt hat, daB wahrend 
der Amytal-Narkose eingespritztes Insulin die gewéhnliche hypogly- 
kimische Wirkung, aber ohne Krampfe, hervorruft,so war es klar, daB 
Amytal den Kohlehydratstoffwechsel in hohem Grade unbeeinfluBt laBt 
Wir wandten eine bis zu 20 Stunden dauernde gleichmabige, tiefe 
Narkose an, die wir auf folgende Weise erreichten. Als erste Dosis 
wurden immer 65 mg Natriumsalz des Amytals pro Kilogramm Kérper- 
gewicht intraperitoneal eingespritzt. Tiefe Narkose (unten charakteri- 
siert) entweder ohne oder mit einem sehr geringen Exzitationsstadium 
erfolgte innerhalb etwa 10 Minuten und dauerte einige Stunden. In 
dem MaBe, als die fortwahrende Kontrolle der Reflexe ein Nachlassen der 
Tiefe der Narkose anzeigte, wurde von Zeit zu Zeit je 10 mg Amytal 
pro Kilogramm intraperitoneal nechgespritzt , so daB zusammen wahrend 








des 


rhic 








M. Wierzuchowski u. H. Gadomska: Kohlehydratstoffwechsel. V. 390 


‘ines Versuchs etwa 0,1 g pro Kilogramm oder mehr injiziert wurde 
Das Verhalten der Reflexe des Tieres galt als MaB fiir die Starke der 
Narkose. Der Narkoseversuch wurde nur in dem Falle angefangen 
ind fortgefiihrt, wenn das Tier vollstandige Analgesie fiir einen tiefen 
Kinstich mit der Nadel, keinen Extensorenreflex bei taktiler Reizung 
der Haut am Bauche, keinen Schluckreflex bei einige Male wiederholtem 
Kinfiihren eines Wattebausches in die Rachenhéhle bis zum Osophagus 
aufwies, dagegen aber Schiittelfrost (in unseren Versuchen selten 
abwesend) und der Cornealreflex vorhanden waren. Cheyne-Stokessches 
Atmen und fotale Abwesenheit des Cornealreflexes waren Vorzeichen 
eines tédlichen Ausganges der Narkose, mit Ausnahme der Hiindin Nr. 12. 
hei welcher selbst der Schluckreflex wiederkehrte, wahrend der Corneal- 
reflex noch immer fehlte. Ein Absinken der Koérpertemperatur, das 
zuweilen 3° betrug, zusammen mit Schiittelfrost, zeigte sich in den 
meisten Fallen [mit einer Ausnahme, wo der Schiittelfrost wahrend 
der ganzen Versuchsdauer vorhanden war und die Koérpertemperatur 
(im Rektum gemessen) konstant 39° betrug}]. Der Schiittelfrost soll 
hier ein regulativer Vorgang sein, der zur Erhéhung der sinkenden 
Kérperwirme bestimmt ist, wobei sich die Warmeproduktion ver- 
doppelt [Deuel, Chambers und Milhorat(2)). Die Amytal-Lésung 
wurde alle 2 Wochen frisch bereitet. Edwards und Page (3) haben gezeigt., 
daB Amytal in Dosen von 50 bis 60 mg pro Kilogramm ohne EinfluB8 
auf das Zirkulationssystem ist. Unsere Tiere haben diese Narkose 
zuweilen einige Male ohne sichtbaren Einflu®B auf ihre Gesundheit 
durchgemacht. Wir haben eine Kontraindikation gefunden. Die 
graviden Tiere, die dem Wurfe nahe waren, bedurften einer viel starkeren, 
manchmal fast verdoppelten Amytal-Gabe. Das Tier tiberlebte niemals 
eine solche Dosis. Die sonstige Technik war dieselbe. wie sie in der 
ersten Mitteilung beschrieben wurde. 


Resultate. 


Der Versuch in Tabelle 1 bestatigt die Angaben anderer Forscher. 
daB tiefe Amytal-Narkose keinen besonderen EinfluB (die gering- 
fiigige Blutzuckersenkung, die in diesem Versuch erscheint, kann 
auch beim hungernden Tiere ohne Narkose sich bemerkbar machen) 
auf den Blutzuckerspiegel ausiibt, obwohl die Kérperwarme stark 
gesunken und wieder gestiegen ist und im Zusammenheng damit das 
Tier erheblichen Schiittelfrost hatte. Auch die Milchsiure im Blute 
unterliegt dabei keinen bedeutenden Veriinderungen. Dagegen hat 
Insulin wahrend dieser Narkose (Tabelle 1) eine gewéhnliche Hypo- 
glvkimie mit typischer Erhéhung der Blutmilchsaurewerte hervor- 
gerufen, wobei keine motorischen und respiratorischen Stérungen, die 
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Tabelle I. 


Hiindin Nr. 11, Versuch 1 ohne Insulin, Versuch 2 mit Insulin. Kérper- 
gewicht 19,2kg. Amytal-Narkose ohne Glykoseinfusion. 














Versuch 1. 30. April 1927 Versuch 2. 6 Mai 1927 
Blut 2 Blut 5 
ities —F- . a Zé 
Milche 2 & Bemerkungen Milch- I iS Bemerkungen 
Zucker saure 2 Zucker siure s 
mgs" 5 mg-*/, °C mgs°/ mge®'g ° Cc 
Niichtern vor | o- >= |aon ’ - 
- 8. Q < 
der Narkose || © 16.5 38,7 Normal 84 14.5 Normal 
iat . Tiefe Narkose 
0.00 I cose ; ° . 
Viefe Narkose + 100 Insulin-F. 
| in 15’. 88 =:17,0 | 37,9 Atem oats, 
jh 37,2 | 72 8 27,2 = el 
|. 49. | 86 | 163 peemmeateed 
it athe 82 14.0 36,5  Schiittelfrost 35 8622.1 = 37, Kein Schiittel 
4. 80 | 16,1 35,7 . 33 21,2 | 36,0) “frost und kein 
6. S1 14.5 36,7 30 15,9 35,7 Cornealreflex 
8. 82 | 16,5 37,9 Kein Schiittel. ] 27 13,0 35,2) bis zum Ende 
10. 73 | 209 37,9 frost 7 'usisa)s 


fiir die Insulinreaktion im wachen Zustande charakteristisch sind, 
hervortraten und nur das Verschwinden des Cornealreflexes und das 
Nichtauftreten des Schiittelfrostes bei der gleichen Amytal-Gabe 
wie im Kontrollversuch, die sich an die Narkose anschlieBende hypo 
glykamische Reaktion verraten. In der sechsten Versuchsstunde hat 
der Milchsaurespiegel den Anfangswert erreicht, auf solche Weise eine 
Kurve beschreibend, die z. B. von Kuhn und Baur (4) beim normalen 
Tiere ohne Narkose (Ziege) beobachtet worden ist. Angesichts dieser 
befriedigenden Ergebnisse haben wir die Versuche mit intravendser 
kontinuierlicher Traubenzuckerinjektion (2g Glykose pro Kilogramm 
Kérpergewicht pro Stunde) angestellt, wobei wir eine spezielle Auf- 
merksamkeit auf 

1. die durchschnittliche assimilative Geschwindigkeit fiir Glykose. 

2. die Form der Harn- und Blutzuckerkurven, und 


3. die Blutmilchsiurekurve 
wihrend mehrere Stunden dauernder Versuche lenkten. Die Narkose- 
versuche wurden zwecks Vergleichs an denselben Tieren ausgefiihrt, 
bei denen die charakteristischen Reaktionen in der vorhergehenden 
Arbeit (IV. Mitteilung) gefunden worden waren. 

A. Die assimilative Reaktion von abfallender Form bei Hiindin 
Nr. 12 (vgl. IV. Mitteilung, Tabelle IV) findet ihr Korrelat wahrend der 
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\arkose in der Abb. 1. Die Reektion ist dreiphesig: die erste Phase 
zeigt wihrend der ersten 3 Stunden die héchste Glykosurie (durch 
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Abb. 1 
Hiindin 12, Versuch 3. Kérpergewicht 15,0 kg. Seit 40 Tagen im Laboratorium 
Narkose beim Ticre mit assimilativer zweiphasiger Reaktion. 
C- 
‘, der vierten bis fiinften Stunde (0,028 g/kg und Stunde), die dritte 
. . . . . . 
71 einen Anstieg mit darauf folgendem Absinken der Glykosurie (0,121 g/kg 
und Stunde). Alle drei Phasen spiegeln die Blutzuckerkurve wieder 
in im allgemeinen ist es ein etwas verunstaltetes Bild des Versuchs ohne 
T Narkose. 


Biochemische Zeitschrift Band 191 % 
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Hiindin Nr. 10 (normale Reaktion assimilativ platt, IV. Mitteiluny 
Tabelle VI) zeigt wahrend der Narkose (Tabelle 11) eine zweiphasige 
Form der Zuckerkurven. Die erste Periode dauert bis zur fiinften Stunde 
(durchschnittliche Glykosurie 0,236 g), die zweite von der sechsten bis 
elften Stunde (Glykosurie 0,102 g/kg und Stunde). Da der Blutzucke: 
einen entsprechenden gewaltigen Sturz aufweist und sich ganz paralle! 
sur Harnzuckerkurve verhalt, so kann man sagen, daB diese Hiindin 
waihrend der Narkose eine im wachen Zustande latente, anfinglich 
assimilative Schwache zeigt. 


Tabelle Il. 


Hiindin Nr. 10, Versuch 3, Kérpergewicht 10,6kg. Seit 42 Tagen im 
Laboratorium. EinfluB der Narkose auf die assimilative platte Reaktion 





Harn Blut 


eee 
Glykose e = = = 3 
A ee ee ee 
e |. | 4 | 2 |S5o\ = SE) cengen 
Saal ome) § | = lese| =| 2 
zr = oe 
com} g g mg-?o mge/o g Cc 
27. 1V. 1927 
Nichtern vor der 
Narkose. . .. 0 79 (231 38,2 
Tiefe Narkose 
1. Injektionsstunde 33)/2,53 0,239 340 31,1 0,46 [ 37.6 
2. - 44/355 0,335) 277 35,3. 1,98 36.4 | Schiittelfrost 
8. - 27 | 2.42 0,228 1,86 ‘ 
4. ‘ 262.18 0.2% 243 31,0. 1,88 35.9 " 
5. - 24 1,82 0,172 1,96 36.4 ” 
Durchsehnitt: 0,236 
6. Injektionsstunde 28 /0,91/0,086 189 30,8 | 2,05, II 
7 - 83 0,70 | 0,066 1,88 
8. P 54/ 1,03) 0,097 211 33,5 | 1,85 87,5 ‘s 
9. - 60 1,37 | 0,129 1,88 " 
10. . 89 1,18 0111 207 342 1,99 
11. ‘i 125 1,27 0,120 38.6 
Durchschnitt: 0,102 


B. Die subassimilative Reaktion von ansteigendem Typus (vgl 
IV. Mitteilung, Tabellen VII bis 1X, Abb. 2) verindert ihre Form wahrend 
der Narkose gar nicht, wie man aus Tabelle III] schlieBen kann, die 
Glykosurie vermehrt sich standig von Anfang an bis zu Ende des Versuchs 
und erreicht in den letzten Stunden den Wert von 32%, der gleich- 
zeitig injizierten Menge. Auch wihrend der Narkose ist Insulin, das 
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Tabelle 111. 


Hundin Nr. 3, Versuch 2. Kérpergewicht 13,5kg. Seit 35 Tagen im 
Laboratorium. Narkoseeinflu8 auf die subassimilative ansteigende Reaktion. 





Harn 
Gighese Rw Geechwindigheit 
Menge getunden pro kg pro kg und Std 
com 8 R mgr? /o 8 
9. Tl. 1927 

Niichtern vor der 

Narkose . ° ) SO) 

Tiefe Narkose 

|. Injektionsstunde DS 4.98 0,369 

2 OS 4,98 0,369 

} . 61 4,08 0,302 

4 . 61 4,08 0,392 287 

a) " 95 4,74 0,351 314 1,51 
6 " 95 4.74 0,351 287 1,78 
7 " 89 4,50 0,333 823 1,49 
8 re 89 4.59 0,333 1,72 
4 = 74 5,22 0,387 301 1,67 
10 ‘ 74 5,22 0,387 ' 1,50 
i! o 93 6,38 0,473 346 1,41 
12 ‘ 93 6,38 0,473 1,63 
13 = 101 8.64 0,640 307 1,46 
14 . 101 8,64 0,640 1,36 


wihrend der Glykoseinfusion diesem Tiere einverleibt worden ist, 
ohne EinfluB auf den Verlauf der Zuckerkurven, was ohne Zweifel aus 
Abb. 2 hervorgeht. In der Tabelle III hat die Narkose die Harnzucker- 
ausscheidung wahrend der ersten 8 Stunden um 0,128 g/kg pro Stunde 
und in Abb. 2 um 0,126 g vermehrt im Verhaltnis zu den entsprechenden 
normalen Versuchen (vgl. 1V. Mitteilung, Tabellen VII und 1X), also 
um einen ungefaihr identischen Wert. Der Zuwachs der Glykosurie 
war in diesem Falle auf verschiedenen assimilativen Héhen derselbe 
(die Glykosurie im normalen Versuch ohne Narkose betrug im ersten 
Falle 12% und im zweiten 17 °%, der injizierten Menge). Das Verhiltnis 
war additiv. In Abb. 2 ist an den langsam ansteigenden Zuckerkurven 
wahrend der vier ersten Versuchsstunden eine plétzliche Steigerung 
bemerkbar; die Reaktion wurde auf diese Weise zweiphasig. Das ist 
nichts Neues, es bedeutet nur eine VergréBerung des in den Versuchen 
an dieser Hiindin oft getroffenen anfanglichen kurzdauernden Ansteigens 
der Blutzucker- und zuweilen auch der Harnzuckerkurve (vgl.1V. Mit- 


teilung, Tabelle 1X, Abb. 2). 


296 * 
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Die flache subassimilative Reaktionsform der Hiindin Nr. 5 
(vgl. IV. Mitteilung, Tabelle X) wird waihrend der Narkose ziemlich 


Narkose 








+94 
aw 
~ 


Assimilative 
Geschwinagkest 
g prokg wu. Stile 


Bilutmi/chsaure 
mg Ve 


Blufzucker 
mg % 





Harnmenge 
< 


Harnglykose 
g prokg 


i 





e $$ 8 72 13 1% 


Injektionsstunden 


Abb. 2. 


Hiindin 3, Versuch 6. Kérpergewicht 12,7 kg. Seit 75 Tagen im Laboratorium. 
Insulin wahrend der Narkose beim subassimilativen ansteigenden Reaktionstypus. 


weitgehend verkriimmt (Tabelle IV), die Zuckerkurven sind nicht mehr 
flach, sondern zeigen eine starke Erhéhung in der Mitte des Versuch 


und fallen gegen Anfang und Ende. 
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Hiindin Nr. 5, Versuch 2. 
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Tabelle 1V. 


K6érpergewicht 11,7 kg. 


Seit 49 Tagen 


405 


Laboratorium. Narkose beim Tiere mit assimilativer platter Reaktion. 








Harn Blut 
— Assimilative 
Glyko Geschwindigkeit 
Menge wena Zucker Milche pro kg u. Std 
gefunden pro kg — 
com nm 8 my-°/9 mg-"/o Ny 
17. Il. 1927 
Niachtern v. d. Narkose 0 82 18,4 
Tiefe Narkose 
|. Injektionsstunde 32 3,33 0,285 
2 & 32 3.33 0 285 362 37,8 
} x 64 6.93 0,515 1,28 
4 64 6.038 0.515 4438 44,2 1,28 
r a 4 5,35 0,457 1,74 
fj e 54 5.35 0,457 366 49,1 1,74 
7 40 4.12 0,352 1,68 
5 nN 40 4.12 0,352 355 39.3 1,68 
‘abelle V. 

Hiindin Nr. 9, Versuch 5. Kérpergewicht 17,4kg. Seit 56' Tagen im 
Laboratorium. Narkose beim Tiere mit subassimilativer zweiphasiger 
Reaktion. 

Harn Blut : 22g 3 
Glykose 7 23% 3 
chs ed 3 
Menge ge. . Zucker — 2% te ce Pe z Bemerkunyen 
funden PFO *8 zVo~ - 
vom g 8 mgs?) 9 nge®/9 g Cc 
19. V. 1927 
Niichtern v. d. Narkose ) 79 | 169 38,8 
Tiefe Narkose 
L. Injektionsstunde * 91 559 0,821) 354 27,8 0.30 35.6 Schiitteltrost 
2 . 9) 962 0,553 349 163 35.6 
3. 86 6,73 0,387 1,76 | 35.9 
4 115 6,24 0,359 289 179 37,2 
n) 190 8.28 0476 1,59 
6 195 7,55 0434 297 353 1,55 37,0 
7. 157 7,52 0,432 163 374 
Ss 19% | 6,31 0,363, 274 32,7 1,79 
4 86 7,24 0,416 1,48 - 
10 106 945 0,543) 815 31,0) 1,35 37,3). . Kein 
ul 104 9,15 0,526 1,43 Sages 
12 115 9,95 0,572 332 36,4 139 363 


* Glykoseintusion begann eine Stunde nach dem Eintreten der tiefen Narkose 


Wie sich die subassimilative zweiphasige Reaktion bei der Narkose 
verhalt, ist in Tabelle V dargestellt. Auch hier kann man in der Blut- 
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zuckerkurve zwei Perioden unterscheiden: die erste, kurze, 2 Stunde» 
dauernd, mit hohem Blutzuckergehalt, und die zweite mit niedrigem 
und langsam steigend. Die Harnzuckerkurve verlauft dagegen wellen 
férmig. In der Tabelle V1, in der der InsulineinfluB auf diese Reaktion 


Tabelle 


Hiindin Nr. 9, Versuch 6. Kérpergewicht 16,8 kg. 63 Tage im Laboratorium. 
Insulin waihrend der Narkose beim subassimilativen zweiphasigen Typus 


VI. 





1] 
| 


26. V. 1927 
Niichtern vy. d. Narkose 


1 Std. nach d. Insulinin). 


1. Injektionsstunde * . 50 
2. - 99 
3. : 115 
4 ” 124 
5 z 100 | 
6. a 119 
Durchschnitt : 
7. Injektionsstunde. 115 
8. - 125 
9 . 145 
10. = 113 
11. 105 
12. . 135 
Durchschuitt: 
* Glykoseinfusion beg 


Menge 


com 


Tiefe Narkose + 





Harn 





Glykose 


ge 


funden 


4,23 
9,03 
10,42 
10,66 
9,61 
8,02 


6,40 
6,77 
5,86 
5,06 
7,07 
5,92 


pro kg 


0,252 
0,538 
0,620 


0.635 


6,572 
0,477 
0,516 


0,381 
0,403 
0,349 
0,301 
0,422 
0,351 


0,368 


Blut 


Milch- 


Zucker | siure 


mg+ 9 |Mgr’/o 


76 


14, 


3 


> og =i ¢ 
== Ge s+ } A 
ez: 7 v Ce e 
=e. Jv - = 
Eves & ~“e x 
= Ox | oe - 
sone a | “si 2 
20s~ a - J 
° - 

8 ci * 


100 Insulineinheiten subkutan 


60 
284 
345 


364 


43.9 
39.0 


36,7 
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~I 





063 1 

1,16 38,8 
1,33 38,9 || & 
1,32 39,0 ¢ = 
1,64 39.0 13 
1.74 

1.66 

1,64 39,1 
1,64 £ 
1,69 39,4 |( = 
1,65 5 
1,72 39.4 





eine Stunde nach der Insulininjektion. 


wahrend der Narkose studiert worden ist, erinnern die Zuckerkurven 
sehr an die normalen Kurven bei demselben Tiere (vgl. 1V. Mitteilung 
Tabelle X1), also ohne Narkose und ohne Insulin. Sie sind naémlich 
ausgesprochen zweiphasig: in den ersten 6 Stunden scheidet das Tier 
durchschnittlich 0,516 g/kg aus, in den zweiten 6 Stunden 0,368 g/kg 
Glykose. Die Versuche aus der IV. Mitteilung, Tabelle XI und XI! 
und in dieser Abhandlung Tabelle V und VI bilden eine Serie, dir 
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on demselben Tiere unter Einhaltung gleichférmiger Bedingungen in 
\échentlichen Abstanden ausgefiihrt worden sind!. 


Hiindin Nr. 9. 





Die aus. 
Das Tier Glykose Glykose — 
: verweilt me ausge: 
be Zeit im inpziert  schieden _ hg d Sette m Bemerkungen 
suc Labora: ae pro kg hilteis sur urchschnittlic 
torium und Std. und Std. injizierten 
Nr. 1927 Tage 8 8 % mg-°/o 
i} | 
8} 4V.~ 41 2,00 0,263 13,2 | 276) ohne ohne Insulin 
4 | 11.V. 48 2,00 0,165 8,3 | 241 | Nerkose 100 B. Insulin 
5 | 19. V. 55 2.00 0,436 21.8 316 | wihr.d. ohne Insulin 
; a Nark 
6  26.V. 61 200 04838 21,7 |2921°°"° wo. . 


Ohne Narkose hat die Insulineinspritzung einen bedeutenden 
KinfluB auf die Glykosurie und Glykamie gehabt, dagegen war wahrend 
der Narkose der EinfluB, soweit er iiberhaupt vorhanden war, minimal. 
da die Glykosurie nicht abnehm und nur der Blutzucker eine im ganzen 
sehr geringe Senkung aufwies. In diesem Narkoseversuch hatte aber 
das Insulin schon vor der Zuckerinjektion einen geringeren hypo- 
glykiimischen EinfluB ausgeiibt, als im entsprechenden Versuch ohne 
Narkose. 

Nach dem Abschlu8 der Zuckerinjektion gehen zuweilen geringe 
Gilykosemengen in den Harn iiber, aber nur, wenn die Glykosurie 
wihrend der Zuckerinjektion in bedeutendem MaBe hervortritt (sie 
erscheinen nicht, wenn die Glykosurie sehr gering ist). Diese Menge 
ist gréBer wihrend der Narkose, z. B. Hiindin Nr. 3 hat ohne Narkose 
0.23 g und mit Narkose 0,72 g ausgeschieden. 


Bisher haben wir die Form der Zuckerkurven betrachtet. In 
der Tabelle VII kénnen wir den EinfluB der Amytal-Narkose auf die 
assimilative Geschwindigkeit (1) beobachten. Es geht aus dieser Tabelle 
klar hervor, daB die Narkose in allen Versuchen die assimilative Fahigkeit 
der Tiere beeintrachtigt hat, ohne Riicksicht auf die Assimilationsform, 
daB die Spannweite der Reaktion bei verschiedenen Tieren groB ist, 
so, daB dieselben Zahlen, die fiir das eine Tier schon eine groBe Be- 
eintrachtigung der Glykoseassimilation bedeuten, fiir das andere Tier 
die Norm sein kénnen. Alle Zuckerkurven wurden durch die Narkose 
auf ein héheres Niveau gehoben. 


1 Es 14B6t sich nicht sagen, inwieweit das ,,Kafigleben** KinfluB auf 
diese Versuche haben konnte [vgl. (1)]. 
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geschwindigkeit ohne Riicksicht aut 


geschwindigkeit von der Injektions 


MVE MMEVESUMTILINCUCH PFATPRKTIONS: 
der Formel, die in (1) angegeben wurde, berechnet 


Sonst wurde die assimilative Geschwindigkeit nach 
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Intermediarer Koblehydratstoffwechsel. V. 


In der Tabelle VIII ist ein Kontrollversuch angefiihrt, der zeigt. 
wie die Reaktion eines wahrend der Narkose sterbenden Hundes aus 
sieht. In dieser Tabelle fallt zunichst die fortwihrend und gewaltig 
ansteigende Blutzuckerkurve auf, die eine Héhe von 1567 in der 
13. Versuchsstunde erreicht. Bis zur fiinften Stunde ist die Niere 
noch imstande, die Zuckerexkretion durch vermehrte Diurese ein 
zuholen. von der sechsten Stunde an aber vermindert sich die Diurese 
stufenweise und mit ihr auch die Glykosurie. Die Feinheiten des assi- 
milativen Mechanismus werden hier zerst rt. Keiner der oben angefiihrten 
Versuche wer agonal, im Gegenteil nech allen lebten die Tiere, und nach 
fast allen erholten sie sich wieder vollkommen 


Tabelle VIII. 


Hiindin Nr. 8, Versuch 3. Kérpergewicht 11,1 kg. Graviditatstiberdosie rung 
mit Amytal. Pseudo-zweiphasige Reaktion. Narkose mit tédlichem Ausgang 





Harn Blut - 
Glykose ~ = : ' 
4 Uch- a nerkunve 
Menge ge- Zucker oar s z Be nerkunyen 
funden Pre ke 2 
om a 2 mg" » | mg ic 


30. 11. 1927 
Nichtern v. d. Narkose Lt) S4 15.5 
Tiefe Narkose 


4 Injektionsstunde 24. O86 | 0.977 $12 21.4 38.0 Cheyne-stokessci es 
2. 45 838 0.309 37.6 Atunen bis zu Ende 
3. 80 5,77 0.529 562 218 35.8 | Kein Schiitteltcos 
4. 85 6.93 0.5438 Kein Cornealreflex 
5 124 8.76 0.789 605 25.3 3864 

6 69 5,61 0448 36.5 

7. 59 «5OL | 0451 719 37.1 

8 a . 53, 4,26 | 0,384 

9 a 58 4,80 | 0,482) 895 37,0 
10. = — 25 1.95 O176 37.3 
11. re E 35 235 0212 G35 37.2 

12. & 26 «144 | 0,139 37,0 

13. 2 ers 12 | 0.64 0.958) 1567 


Die Hundin verendete 16 Minuten nach Beendigung des Versuchs 


Lie Blutmilchsdéurewerte und -kurve bei intravendser reuben 
zuckerinjektion waihrend der Narkose zeigten keine Abweichungen 
von denselben in Injektionsversuchen ohne Narkose (1). Der Anstieg 
der Werte betragt 52 bis 203°, iiber den Anfangsspiegel, was in ab- 
soluten Zehlen 7.7 bis 30,7 mg-°%, bedeutet. Die Kurve erreicht meist 
ihren Gipfel in der zweiten und dritten Injektionsstunde und_ hilt 
sich auf diesem Niveau trotz der Schwankungen der Assimilation 
(Abb. 1 und 2, Tabelle If und IJ). Die Summation des Einflusses 





410 M. Wierzuchowski u. H. Gadomska: Kohlehydratstoffwechsel. \ 


der Zuckerinjektion und der Insulineinspritzung auf die Blutmilchsaur: 
ist aus der Tabelle V1 ersichtlich, wo Insulin 1 Stunde vor dem Beginn 
der Zuckerinfusion einverleibt wurde. 


Besprechung und Zusammenfassung. 

Obwohl ohne gleichzeitige Zuckerinjektion die Amytal-Narkose 
anscheinend den Zuckerstoffwechsel nicht beeintrachtigt, erfolgt doch 
wahrend derselben bei gleichzeitiger Zuckerinjektion in jedem Falle 
eine bedeutende Stérung der Assimilationsgeschwindigkeit. Damit 
bestiitigen wir mit unseren 2g Injektionsgeschwindigkeit die Unter- 
suchungen von Hines, Boyd und Leese (5), die mit 4 g Geschwindigkeit 
ausgefiihrt wurden. In unseren Amytalversuchen war die Glykosurie 
um 7,2°, der injizierten Menge héher, als in der entsprechenden Ver- 
suchsreihe ohne Narkose, der Blutzucker vermehrte sich durchschnittlich 
um 45 mg-°,, die assimilative Geschwindigkeit verkleinerte sich durch- 
schnittlich um 0,15 g Glykose pro Kilogramm und Stunde. In der 
angegebenen Versuchsreihe hat das Insulin, vor dem Beginn der Zucker- 
infusion einverleibt, fast keinen EinfluB auf den Zuckerumsatz (vom 
Standpunkt der von uns angegebenen Forschungsmittel aus) gehabt. 
Wir wollen aber daraus keine Regel machen, da es wahrscheinlich von 
der Tiefe der Narkose abhingig ist, inwieweit der InsulineinfluB in 
solchen Versuchen beeintrachtigt wird. 

Obwohl die Amytal-Narkose die Assimilationsgeschwindigkeit be- 
deutend beeintrdchtigt, \aBt sie doch in vielen Fallen mehr oder weniger 
die spezielle Form der Zuckerkurven unbeeinfluft. Besonders ist dies 
aus den Abb. 1 und 2 im Vergleich mit der Tabelle 1V und Abb. 2 aus 
der IV. Mitteilung ersichtlich. Das bedeutet, daB die feinen assi- 
milativen Einrichtungen, deren Ausdruck diese Formen der Zucker- 
kurven sind, gegen Amytal-Narkose resistent sind. Dabei bleiben auch 
die Milchsiurewerte im Blute, im Vergieich mit den Versuchen ohne 
"Narkose, unverinderi. Amytal eignet sich zur Hervorrufung einer 
langdauernden Narkose bei Anwendung einer entsprechenden Dosierung. 
Es ist bei Hiindinnen in spaten Graviditaétsmonaten kontraindiziert. 


Fiir das Amytal sind wir der Firma Eli Lilly and Comp., fiir das 
Insulin der Firma Chemische Fabrik auf Aktien (vorm. E. Schering) 
zu Dank verpflichtet. 

Literatur. 
1) M. Wierzuchowski und H. Gadomska, diese Zeitschr. 191, 198, 1927. 
2) H. J. Deuel jr., W. H. Chambers und A. T. Milhorat, Journ. of biol.Chem. 
69, 249, 1926. — 3) D. J. Edwards und J. H. Page, Amer. Journ. Physiol. 
69, 177, 1924. —- 4) R. Kuhn und H. Baur, Zeitschr. f. physiol. Chem. 141, 
68, 1924. 5) H. M. Hines, I. D. Boyd und C. E. Leese, Amer. Journ. 
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Die Stickstoffverteilung 
im Pansen der Wiederkiuer bei Fiitterung und Hunger 
und ihre Beziehung zu den Pansen-Infusorien. 


Von 
Ernst Mangold und Constanze Schmitt-Krahmer. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hocl)- 
schule Berlin.) 


(Eingegangen am 3. November 1927.) 


Im Magen und Darm der Wiederkiuer und anderer Pflanzen- 
fresser finden sich aus zwei Klassen von Mikroorganismeén, Bakterien 
und Infusorien, zahlreiche Arten, die offenbar mit den Wirtstieren in 
Symbiose leben und fiir sie eine ernihrungsphysiologische Bedeutung 
besitzen. Hinsichtlich der Bakterien sind wir durch eingehende Arbeiten 
iiber die wichtigsten Vorginge ihrer besonders die pflanzliche Nahrung 
aufschlieBenden Tatigkeit in den Grundlagen bis zu einem gewissen 
Grade aufgeklart. 

Dagegen wissen wir noch kaum etwas itiber die ernihrungs- 
physiologische Bedeutung der Infusorien des Verdauungskanals. Uber 
ihren eigenen Stoffwechsel wissen wir sicher eigentlich nur, daB sie 
lebhaft Kohlehydrate umzusetzen und zu speichern vermégen, und da8 
sie auch griine Pflanzenteile zersetzen, die fiir sie lebensnotwendig 
sind!. Welche Stoffe sie sonst auszunutzen und abzubauen imstande 
sind und woraus sie insbesondere ihr lebendiges EiweiB aufbauen, 
ist noch nicht sicher festgestellt. 

Die Frage hat neben der theoretischen auch praktische Bedeutung. 
Falls die Infusorien nicht auf pflanzliches ReineiweiB angewiesen 
sind, sondern ihr Kérpereiwei8 vorwiegend auch aus Amiden aufbauen 
kénnen, so lage es nahe, durch Fiitterung mit diesen die symbiontischen 
Infusorien bis zu einer solchen Menge anzureichern, daB sie selbst als 
EiweiBquelle fiir ihre Wirtstiere eine gréBere Bedeutung gewannen 
Fiir die Bakterien ist diese Méglichkeit von Zuntz, Hagemann, Morgen 


1 Trier, Zeitschr. f. vergl. Physiol. 4, 305, 1926. 
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und anderen begriindet worden; sie hat zu zahlreichen Versuchen iiber 
Amidfiitterung gefiihrt, ist aber noch nicht einwandfrei erwiesen! 

Wieweit sie fiir die Infusorien des Magen-Darmkanals verwirklicht 
ist, liegt bisher noch keineswegs klar, obwohl schon 1843 von Gruby 
und Delafond* auf diese Bedeutung der Infusorien als Naihrstoffquelle 
hingewiesen wurde. 

Zweifellos gehen, trotz der ,,Unsterblichkeit*‘ der Einzelligen, 
beim Weitertransport aus Pansen und Haube in den Psalter und Lab- 
magen hinein, zehlreiche Infusorien zugrunde und werden vom Wirts- 
tiere verdaut. Als eine beachtenswerte EiweiBquelle kann dies aber 
erst in Betracht kommen, wenn der Anteil des InfusorieneiweiBes am 
gesamten EiweiB des Vormageninhalts einen erheblichen Prozent- 
gehalt erreicht. Wieviel dieser betragt, hat wnlingst (. Schwarz* 
am Rinderpansen festzustellen versucht. 

Er fand hierbei an dem gesamten N-Gehalt des Panseninhalts den 
Bakterienstickstoff mit 11,7° und den Infusorien-N mit 20°, beteiligt 
und berechnet hieraus fiir 100 kg Panseninhalt 2,79 kg Mikroorganismen 
mit 256 g¢ EiweiB. Schwarz halt es sogar fiir nicht unwahrscheinlich, daB 
der gréBte Teil des EiweiSbedarfs der Wiederkaéuer auf dem Umwege iiber 
Mikroorganismen-Eiwei8 gedeckt wird, und daB den Mikroorganismen 
eine sehr erhebiiche, wenn nicht die ausschlaggebende Bedeutung als 
Nahrungsquelle zukommt*. 

Scheunert*, der schon vordem den Panseninfusorien keine wesent- 
liche Bedeutung zuschrieb, halt auch nech diesen erstaunlichen Mit- 
teilungen von Schwarz die Frage noch keineswegs fiir endgiiltig geklart5. 

Im Rahmen anderer Untersuchungsteihen unseres Instituts tiber 
die Pansenverdauung bei Schafen schien es uns méglich, die Frage von 
einer neuen Seite her in Angriff zu nehmen, und zwar durch Unter- 
suchung der Stickstoffverteilung im Panseninhalt bei normalem und bei 
infusorienfreiem Zustande. Letzterer laBt sich, wie wir uns anlaBlich 
der Arbeit von W. Meyer® iiberzeugen konnten, leicht durch einige 
Hungertage beim Schafe erreichen., Bei taglicher Probeentnahme 
von Panseninhalt mittels der Schlundsonde muBte es daher méglich 
sein, durch Vergleich der Stickstofffraktionen im normal infusorien- 
haltigen, dann beim Hunger allmihlich an Infusorien abnehmenden 
und schlieBlich infusorienfreien Panseninhalt und weiter bei erneuter 


' Zusammenfassend siehe Scheunert und Schieblich, Handb. d. norm. 
u. pathol. Physiol. 3, 989, 1926. 

2 Zit. nach C. Schwarz, diese Zeitschr. 156, 130, 1925. 

8 CO. Schwarz, ebendaselbst 156, 130, 1925. 

* Scheunest, Oppenheimers Handb. d. Biochem., Bd. 3, 2. Halfte, 
S. 157, 1909. 

5 Scheunert und Schieblich, Handb. d. norm. u. patho!. Physiol. 3, 
990, 1927. 

® W. Meyer, Zeitschr. f. vergl. Physiol. 1927. Bd. 6, S. 402. 
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ausreichender, aber infusorienfreier Fiitterung grébere Veranderungen 
in der Stickstoffverteilung zu erfassen, wenn die Infusorien quantitativ 
dabei wirklich eine so groBe, 20°, ige Rolle spielten. 

Da hierbei die Fiitterung genau reguliert und auch die Infusorien- 
menge tiglich mikroskopisch kontrolliert werden konnte, schienen 
uns derartige Untersuchungen aussichtsvoll als Erginzung zu den 
Versuchen von Schwarz, die sich auf die Analyse des Panseninhalts 
von zwolf frisch geschlachteten Rindern beschriankten, und wobei 
nur in drei Fallen versucht wurde, den Infusorien-N, als Grundlage 
fiir die oben erwahnten SchluBfolgerungen. zu bestimmen. 


Methodik. 


Schon rein methodisch gewahrleistet die Entnahme von Pansen- 
inhalt vom lebenden Tiere, bei dem der Panseninhalt bestandig bewegt 
und durchmischt wird, wohl sicherer die Erfassung einer Durchschnitts- 
probe, als die Entnahme am geschlachteten Tiere, da sich hier, wie wir 
aus eigenen Versuchen an frisch getéteten Schafen und Ziegen wissen, 
der Inhalt sofort in einen breiigen und einen diinnfliissigeren Anteil 
absetzt, und da in dickbreiigem oder dickfliissigem Panseninhalt stets 
prozentuell mehr Stickstoff (s. weiter unten S8.4!5) und iibrigens 
auch weit mehr Infusorien enthalten sind als in diimerfliissigem. 


Nach den verdienstvollen Untersuchungen von Sialjors' an einer Kuh 
mit Pansenfistel finden sich auch schon beim lebenden Tiere in verschiedenen 
Tiefen des Panseninhalts derartige Unterschiede der Konsistenz und ent- 
sprechend auch chemische Differenzen, und besteht auch hier keine voll 
kommene gleichférmige Durchmischung des Panseninhalts. 

Diese Fehlerquellen hat Schwarz vielleicht dadurch umgangen, daB 
er, soweit aus seinen kurzen Angaben ersichtlich ist, anscheinend den ganzen 
Panseninhalt entnahm und durchmischte und hiervon eine abgewogene 
Menge zur Analyse verwendete. Nach unseren Erfahrungen laBt sich 
hierbei aber wohl kaum vermeiden, daB sich dem Inhalt des aufgeschnittenen 
Pansens Blut beimischt und die Stickstoffwerte fehlerhaft veriandert. 

Da8 wir bei der Probeentnahme mittels Schlundsonde brauchbare 
Durchschnittswerte erhielten, glauben wir aus der befriedigenden Uber- 
einstimmung zwischen mehreren aufeinanderfolgend entnommenen Proben 
ersehen zu kénnen; so enthielten z. B. drei derartige Proben vom gleichen 
Tiere 0,056 bzw. 0,050 und 0,051°, N: ein anderes Mal zwei Proben 0,198 
und 0,200% N, und in einem weiteren Falle 0,293 bzw. 0,272% N. Eine 
etwas gréBere Abweichung ergab sich einmal mit 0,041 und 0,029% N. 

Unsere Versuche wurden im wesentlichen als Parallelversuche an 
zwei Himmeln durchgefiihrt, die stets den gleichen Veranderungen ihres 
Fiitterungszustandes unterworfen wurden, wobei mehrfach individuelle 
Unterschiede im Verhalten zutage traten. Um zunachst die normalen 
Werte kennenzulernen. wurden anfangs vier Hammel nebeneinander 
untersucht. 


' Stalfors, Arch. f. wiss. u. prakt. Tierheilkde. 54, 518, 1926. 
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Bei der Aufarbeitung der einzelnen Pansenproben wurde ftolgender- 
maBen verfahren. Zundchst wurde ein Teil des entnommenen Pansen- 
inhalts dazu verwendet, um die Futterreste + Infusorien von den gelésten 
Stoffen zu trennen. Wir schlossen uns dabei der Schwarzschen Methodik 
an, indem die Pansenprobe reichlich mit Wasser versetzt (zehnfache Menge) 
und durch eine Nutsche mit mehrfacher Filterpapierlage gesaugt wurde, 
wobei die Filtration oft mehrere Stunden in Anspruch nahm, wenn der 
Panseninhalt von normal (Heu, Tranke) erndihrten Tieren stammte. Die 
Proben von Hungertieren filtrieren bedeutend schneller. Sowohl in dem 
auf der Nutsche bleibenden Riickstand, der die Futterreste + Infusorien 
enthalt, als auch in dem Filtrat, in dem auBer den gelésten Stoffen sich 
auch der gréBte Teil der Bakterien befindet, wurde der Stickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt. AuBerdem wurde in einer besonderen Probe noch der 
Gesamtstickstoff festgestellt, wihrend Schwarz diesen nur aus den einzelnen 
Teilbestimmungen durch Addition errechnete. Weiter wurde der Rein- 
protein-N nach Barnstein bestimmt und gleichzeitig im Filtrat davon der 
Amidstickstoff. Denn es hatte sich gezeigt, daB von derselben Pansen- 
entnahme, besonders wenn sie diinnfliissig war, sich so schwer vollkommen 
gleichmaBige Proben abteilen lieBen, daB eine einfache Errechnung des 
Amid-N aus zwei verschtedenen Proben (Gesamt-N, Reinprotein-N) uns zu 
unsicher erschien. Endlich fand in einigen Fallen noch die quantitative 
Bestimmung des beteiligten Bakterienstickstoffs, Aminostickstoffs und 
Ammoniaks im Panseninhalt statt. 

Da es uns besonders darauf ankam, das Verhiltnis der einzelnen 
N-Fraktionen bei Gegenwart der normalen und verringerten Infusorien- 
menge mit demjenigen bei vélligem Fehlen derselben zu vergleichen, wurde 
in jeder Pansenprobe eine mikroskopische Injusorienkontrolle vorgenommen. 
Dies geschah stets in der gleichen Weise, indem dreimal aus dem um- 
geschiittelten Panseninhalt mit der Pipette ein gleich groBer Tropfen auf 
den Objekttrager gebracht und daraufhin durcghgesehen wurde, ob sehr 
viele, viele, wenige oder nur vereinzelte Infusorien vorhanden waren. Im 
letzten Falle wurden sie ausgezihlt und protokolliert, ob sie sich noch 
lebend oder tot vorfanden. 


I. Normalwerte; Einflu8 verschiedener Fiitterung und der Nahrungsentziehung 
auf N-Gechalt und Konsistenz des Panseninhalts. 

Um als Grundlage den normalen .N-Gehalt im Fansen und seine 
Schwankungen kennenzulernen, wurde derselbe zunichst bei vier 
Himmeln wiederholt bestimmt (Tabelle I). Die Tiere wurden dabei 
gemeinsam gefiittert und mit Heu und einer aus Gerstenschrot, Lein- 
kuchenmehl und Wasser bestehenden Tranke normal ernahrt. Die 
Pansenproben wurden stets vor der Morgenfiitterung entnommen. 

Die Tabelle 1 zeigt den Gesamt-N fiir die einzelnen Tiere und 
Tage und JaBt bei A, B, D nur geringe, bei C gréBere Schwankungen 
dieses Wertes erkennen. 

Die Durchschnittswerte fiir die vier in gleicher Weise gehaltenen 
Tiere weichen nicht sehr wesentlich voneinander ab; A, B, D stimmen 
fast genau iiberein (0,206 bis 0,231 % N). 
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Tabelle I. 


Prozent N-Gehalt im Pansen der Schafe A, B, C, D bei normaler Ernahrung. 





Datum A B Cc D 
12. XI. 1926 0,228 0,291 
dinnflissig dinnflissig 
16. XI. 1926 0,201 0,182 0,349 0,170 
dinnflissig  diinnflissig dickflissig dinnflissig 
1. XII. 1926 0,208 0,172 0,269 
dickflissig dinnflissig dicktlissig 
11. XII. 1926 0,261 0,249 0,299 0,217 
dickflissig dickflissig diinnfliissig  diinnflissig 
18. XII. 1926 0,269 0,236 0.315 0,281 
dickflissig dicktlissig dicktlissig dickflissig 
Durchschnitt . . . 0,231 0,206 0,285 0,223 


Die héheren Werte im Vergleich zu den von Schwarz fiir den 
Rinderpansen angegebenen erklaren sich wohl daraus, daB seine Tiere 
nur minderwertiges Heu erhalten hatten, unsere dagegen neben voll- 
wertigem Heu noch jene Trinke, die selbst etwa 0,4°% N enthielt. 

In welchen Grenzen dieser HinfluB verschiedener Fiitterung auf 
den N-Gehalt im Pansen wirkt, ergeb sich uns aus den zehlreichen 
weiteren Versuchen, die sémtlich mit den Schafen A und B angestellt 
wurden. Von diesen gibt Tabelle II eine Ubersicht fortlaufend an- 


einandergereihter Versuchsperioden, teils im Durchschnittswert 


mehrerer Tege, teils in Einzelwerten. Sie zeigt, daB der Gesamt-N- 
Gehalt im Pansen im Hungerzustande schnell absinkt. Wenn er am 
siebenten Hungertage noch 0,05°%, betrigt und aus dem auch beim 
Hungertiere retinierten Panseninhalt tiberhaupt nicht ganz ver- 
schwindet, so beruht dies wohl auf dem standigen, wenn auch sparlichen 





Tabelle II. 
Prozent N-Gehalt im Pansen bei verschiedener Fiitterung und Hunger. 
Futterunysart Schat A Schaf B 
1. Vorversuche. Heu und Tranke .... 0,231 €,206 
2. 8. Tag: Heu und Tranke ....... 0,231 0,219 
3. 1. Hungertag. . .. . ae a ee 0,121 0,129 
Sar a Ping ne ie a ae ie 6,052 0,117 
Fae te kk Sd 0,052 0,035 
6. 4 Tage Tranke. . 0,335 0,237 
7. 5 Tage Gerstenschrot + ‘Leinkuchenmeh! 
+ Wasser. . pest teak AT 0,439 0,387 
8. 17 Tage Heu and we... 8 0,237 0,267 
9. 8 Tage Heu und Tranke age. Aetna 0,245 0,250 
Oe ee ee ee 0,149 0.153 
ROE. 5 6 5 ig kh eS ee 0,072 0,096 
Fae ee ee 0,050 0,056 
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Zuflusse von den Speichel- und Schleimdriisen der oberen Teile des 
Verdauungskanals. 

Die Tabelle II zeigt weiter, daB der N-Gehalt gréBer ist, wenn 
nur die aus Gerstenschrot, Leinkuchenmehl und Wasser bereitete 
Trinke gegeben wird (Reihe6), als bei Heu- + Trankefiitterung 
(Reihe 1, 2, 8, 9), und daB er noch gréBer wird, wenn Wasser und 
Gerstenschrot und Leinkuchenmehl unangeriihrt gegeben werden 
(Reihe 7). Wenn, wie es in einem anderen Versuch geschah, die Tranke 
fortgelassen und nur Heu gegeben wurde, sank der N-Gehalt sofort ab 

Die Tabelle Il zeigt ferner, daB zwei Schafe auch bei gemeinsamer 
und voéllig gleichartiger Ernahrung zwar im allgemeinen gleichsinnige 
Veriinderungen des Pansen-N erfehren, doch aber nicht zu absolut 
gleichen Werten gelangen. So iiberwiegen die N-Zahlen bei Schaf A 
in den ersten sieben Reihen der Tabelle deutlich, waihrend sie in den 
letzten fiinf Reihen mit geringem Zuriickbleiben praktisch gleich sind 
mit denen von B. 

DaB der N-Gehalt im Pansen mit der Konsistenz wechselt, zeigte 
schon Tabelle I, nach der sich fiir die dickfliissigen Proben aller Tiere 
im Durchschnitt 0,268, fiir die diinnfliissigen 0.197% N ergibt. Fiir 
Schaf A und B zusammengenommen waren die entsprechenden Durch- 
schnittswerte dabei 0,241 und 0,197 °/, N; indem Versuch der Tabelle IT. 
Reihe 7, waren die Durchschnittswerte fiir dick- und diinnfliissig 0,441 
bzw. 0,302°%, N. Auch unabhaingig von der Wasseraufnahme ergab sich 
in allen anderen Versuchen ausnahmslos dasselbe und ebenso auch bei 
alleiniger Trinkefiitterung. (So betrugen die Werte im Versuch der 
Tabelle II, Reihe 6, durchschnittlich fiir dickfliissig 0,35, fiir diinnfliissig 
0,22°,, N.) Analoge Resultate erhielten wir ferner auch bei zwei Ziegen, 
deren Futter aus Heu, Weizen und Wasser ad libitum bestand. Der dick- 
fliissige Panseninhalt enthielt im Durchschnitt 0,262°% N, der diimn- 
fliissige dagegen nur 0,199°%, N. 

Bei diesem parallel gehenden Wechsel der Konsistenz und des 
N-Gehalts ist, sofern keine beliebige Wasseraufnahme stattfindet, 
offenbar ein quantitativ wechselndes Abpressen von Flissigkeit aus 
Pansen und Haube in Psalter und Labmagen beteiligt. 

Am meisten dickfliissig, breiig war der Panseninhalt in dem am 
langsten mit Heu- und Trinkefiitterung durchgefiihrten Versuch 
(Tabelle II, Reihe 8 und 9). 

Am diinnfliissigsten erwies er sich stets im Hungerversuch bei 
vélliger Futter- und Wasserenthaltung. Obwohl man annehmen sollte, 
daB die Magenfliissigkeit als Wasserdepot allmahlich aufgebraucht 
wiirde, scheint im Gegenteil dabei eine Wasserretention im Magen 
stattzufinden. Uber diese Verhiltnisse ist beim Wiederkiuer nichts 


Naheres bekannt. 
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Il. Der Gesamt-Stickstoffgehalt im Pansen mit und ohne Infusorien. 


Die Hungerversuche waren uns deshalb wichtig, weil es durch sie 
gelingt, den Pansen von Infusorien zu befreien. Am dritten Tage eines 
ersten Hungerversuchs waren bei beiden Schafen nur noch wenige, 
meist tote Infusorien zu finden. Sie vermehrten sich aber in 8 Tagen 
wieder bis zu ziemlich normaler Anreicherung. Nach drei neuen Hunger- 
tagen waren wieder nur einige lebende und tote Infusorien tibrig. Nach 
14 Tagen normaler Heu- und Trinkenahrung konnten dann wieder 
sehr viele‘ Infusorien festgestellt werden, die beim dritten Hunger- 
versuch in 3 Tagen ebenso bis auf einige lebende und sonst nur (bei 
B auch nur wenige) tote verschwanden. Am vierten Tage waren sie 
stets bis auf ganz vereinzelte tote, am siebenten Tage des dritten 
Versuchs so gut wie vollkommen beseitigt. 

Ein Vergleich zwischen Hungerversuchen mit wnd ohne Infusorien 
hatte nun einen typisch verschiedenen Verlauf hinsichtlich des Pansen-N 
erwarten lassen; wenn wirklich die Infusorien, entsprechend Schwarz’ 
Angaben, sich mit 20° am Gesamt-N des Pansens beteiligten, so muBte 
im Hungerversuch bei anfangs vorhandenen Infusorien der Gesamt-N 
des Pansens nicht nur um die gleiche Menge abnehmen wie bei schon 
anfangs fehlenden Infusorien, sondern auch noch um den N-Betrag 
der verschwindenden Infusorien selbst. Da auch in neueren Unter- 
suchungen des Instituts (Ferber) bei sorgfaltigster mikroskopischer 
Kontrolle keine Auflésungsstadien von Infusorien im Pansen gefunden 
wurden, die auf bakterielle Zersetzung hindeuteten, so verlassen offenbar 
die verhungerten Infusorien unzersetzt Pansen und Haube, um erst 
im Labmagen verdaut zu werden. Die Tabelle III zeigt nun, daB sich 
jene an Schwarz ankniipfende Erwartung nicht erfiillte. Bis zum 
dritten Hungertage, an dem, wie erwaihnt, nur noch wenige tote 
Infusorien angetroffen wurden, sank gerade im ersten Versuch, bei 
dem die Infusorienzah] anfangs sicher noch am vollstandigsten auf 
der normalen Héhe stand, der Gesamt-N nur bis auf 66 bzw. 61%, des 
vom letzten Fiitterungstage her bekannten Anfangs-N-Gehalts, waihrend 
dies im vierten Versuch, ohne Infusorien, sogar bis zu 50 bzw. 58% 
geschah. 

Fiir einen merklichen Einflu8 der Infusorien lieBen sich héchstens 
die bei Schaf A im dritten Versuch gefundenen Werte (vgl. Tabelle Ila, 
Versuch 3 und 4, und Tabelle IIIb, Versuch 3 und 4) anfiihren. Doch 
zeigt sich das Verhiltnis bei Schaf B bis zum dritten Hungertage 
indifferent (Tabelle 1[Ia, Versuch 3 und 4) und bis zum vierten Hunger- 
tage (Tabelle IIIb, Versuch 3 und 4) sogar schon umgekehrt zuungunsten 
der Infusorienhypothese. Auch bleibt das scheinbar fiir den EinfluB 
der Infusorien sprechende Verhiltnis dann bei Schaf A und B weiter 
bestehen bis zum siebenten Hungertage (vgl. Tabelle IIIc, Versuch 3 


Biochemische Zeitschrift Band 191. 27 





418 E. Mangold u. C. Schmitt-Krahmer: 





Tabelle III. 
Hungerversuche mit und ohne Infusorien. 
Versuch Hungerversuche Schaf A Schaf B 


Nr. 


a) Abnahme des N-Gehalts bis zum 3. Hungertage bis auf wieviel °% des 
Anfangs-N-Gehalts. 


1 Mit Infusorien 66,6 61,79 

2 ‘s = 58,20 61,45 

3 i " 37,22 53,80 

4 Ohne > 50,25 58,21 
b) Bis zum 4. Hungertage. 

3 Mit Infusorien 22,25 55,7 
4 Ohne 3 36,9 45,0 
c) Bis zum 7. Hungertage. 

3 i Mit Infusorien 22,25 16,66 
4 Ohne * 25,64 26,29 


und 4), obwohl hierbei zwischen dem vierten und siebenten Hungertage 
die bereits am vierten Hungertage nachweislich véllig verschwundenen 
Infusorien tiberhaupt gar keine Rolle mehr spielen kénnen. 


Die erwartete Bestatigung eines bemerkenswerten Anteils des 
Infusorien-N am Gesamt-Pansen-N, der bei den angenommenen 20 °%, 
wohl auch in diesen Versuchen immerhin hitte zur Geltung kommen 
miissen, blieb also aus. An dem Sinken des N-Gehalts im Hungerpansen 
sist der N der dabei verschwindenden Infuserien nicht in bemerkbarem 


Mafe beteiligt. 


Ill. Die Verteilung des Pansenstickstoffs auf die einzelnen Fraktionen. 


In diesen soeben bereits behandelten Versuchen an den beiden 
Schafen A und B wurde nun stets, in ahnlicher Weise wie bei Schwarz, 
der N-Gehalt im Pansen in verschiedene Fraktionen aufgeteilt, um 
wieder bei Gegenwart und bei Fehlen der Infusorien typische Unter- 
schiede zu finden, die die Annehme einer bemerkenswerten Beteiligung 
des Infusorien-N am Gesamt-Pansen-N hatten rechtfertigen kénnen. 


Wenn wir den N-Gehalt der verschiedenen Fraktionen: 


1. Futterreste + Infusorien, 
2. geléste Stoffe (Amide + lésliches EiweiB) + Bakterien. 
3. Gesamt-ReineiweiB-N, 
4. Gesamt-Amid-N, 
in ihrem Verhialtnis zueinander und zum Gesamt-N des Panseninhalts 
vergleichen, miiBten die durch das InfusorieneiweiB bedingten Unter- 
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schiede bei Gegenwart und Fehlen der Infusorien wohl feststellbar 
sein. Wir kénnen hier aus dem groBen Material an Einzelanalysen, 
Prozentberechnungen und Verhaltniszahlen nur das hervorheben, was 
fiir oder gegen solche Unterschiede spricht. 


So hiitte man erwarten kénnen, daB sich der Anteil des N der 
Futterreste +- Infusorien am Gesamt-N beim Verschwinden der Infusorien 
im Hungerversuch andern und zwar verringern wiirde, indem dann die 
gelésten Stoffe + Bakterien verhiltnismaBig mehr hervortreten wirden. 
Tatsaichlich sank aber jener Anteil im zweiten Hungerversuch in den 
ersten 3 Tagen bei Schaf A von 79 nur auf 75%, hielt hier also die 
Zufallsgrenzen ein; bei Schaf B aber stieg er gleichzeitig von 70 auf 
81%. Im dritten Hungerversuch sank er bei A wihrend des Ver- 
schwindens der Infusorien innerhalb der ersten 4 Tage von 82 auf 60% 
und hielt sich dann die weiteren 3 Tage auf 60 bzw. 59%; bei B aber 
stieg er zugleich in 4 Tagen von 80 auf 92 und hielt sich weiter auf 
97 bzw. 88%. Er sank aber auch in dem vierten, infusorienfreien 
Hungerversuch in 4 Tagen bei A von 84 bis 66% und bis zum siebenten 
Tage weiter auf 56% und schwankte bei B von 79%, aus um die gleiche 
Héhe, um erst in den letzten Tagen ebenfalls noch weiter bis auf 64%, 
zu sinken. 


Die Analysen lassen also keinen EinfluB des Infusorien}N erkennen. 
Diese Prozentberechnungen ergaben iibrigens auch wahrend langerer 
gleichmaBiger Fiitterungsperiode am infusorienfreien Tiere Schwan- 
kungen, die zwar bei Schaf A in viel engeren Grenzen blieben (z. B. in 
dem Fiitterungsversuch Nr. 6 der Tabelle Il -zwischen 68 und 78% N, 
im Versuch Nr.7 zwischen 80 und 91, im Versuch Nr.8 zwischen 
70 und 96°%,) und sich bei B teils ahnlich verhielten, teils aber ganz 
unerklarliche sprunghafte Schwankungen zeigten (z. B. in dem ent- 
sprechenden Versuche Nr.6 zwischen 50 und 86, in Versuch Nr. 7 
zwischen 74 und 97, in Versuch Nr. 8 zwischen 43 und 89%) 


Ebensowenig lieB die fortlaufende Berechnung des Verhdlinisses 
zwischen dem N der Amide +- lésliches Eiweif +- Bakterien zu dem N 
der Futterreste + Infusorien irgendwelche Veranderungen erkennen, 
die zugunsten der Infusorienhypothese gesprochen hatten, da dieses 
Verhaltnis sich, wie zu erwarten, ganz entsprechend den eben erwahnten 
Prozentberechnungen anderte. 

Man hatte ferner erwarten kénnen, den Anteil des Reineiweip-N 
am Gesamt-N durch Gegenwart oder Fehlen der Infusorien beeinfluBt 
und zwar durch letzteres herabgesetzt zu sehen. Durch Verschwinden 
der Infusorien muBte, wenn Schwarz’ Angaben zutreffen, 20% 
Infusorien-N, also ReineiweiB-N, verlorengehen und dadurch die 
Amidfraktion relativ ansteigen. 
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Dieser Anteil sank aber im ersten Hungerversuch, gleichzeitig 
mit dem Verschwinden der Infusorien, nur von 91 auf 88%, bei Schaf A 
und bei B von 91 auf 87°; im zweiten Hungerversuch von 90 auf 86 
bzw. von 89 auf 81°; etwas betrachtlicher im dritten, und zwar von 
93 auf 79 bzw. von 91 auf 72%; in diesem dritten Hungerversuch 
stieg er aber gerade nach dem Verschwinden der Infusorien auch wieder 
etwas an, bei A von 79 auf 83, bei B von 72 auf 93%. 

Man kénnte nun geltend machen, daB beim Hungern auch di 
absolute Menge der Amide selbst im Mageninhalt abnchmen muf 
und hierdurch das Verschwinden des 20°, igen Infusorien-N-Anteils 
am Gesamt-N verschleiert wird und in der Verhiltniszah] ReineiweiB-N 
: Gesamt-N daher nicht zum Ausdruck kommt bzw. nur zu jenem 
geringen Sinken AnleB gibt. Will man aber wenigstens dieses gering: 
Sinken auf die Infusorien beziehen, dann miiBte die genannte Verhiltnis- 
zehl im Hungerversuch, in dem von vornherein keine Infusorien da 
sind, véllig gleichbleiben. Dies war aber keineswegs der Fall; denn 
auch in dem infusorienfreien Hungerversuch (Tabelle III, Versuch 4) 
sank der prozentige Anteil des ReineiweiB-N am Gesamt-N binnen 
4 Tagen in gleicher Weise, bei A von 90 auf 79 und bei B von 89 auf 83, 
und weiter bis auf 76 bzw. 79°. 


Auch die Verinderungen des Verhaltnisses ReineiweiB-N : Gesamt-N 
lassen sich also nicht auf Infusorien bezichen. Vielmehr spricht das 
Ausbleiben von irgendwie erheblichen, dieses Verhiltnis betreffenden 
Unterschieden zwischen den Hungerversuchen mit und denjenigen 
ohne Infusorien dagegen, daB dem InfusorieneiweiB-N ein irgendwie 
beachtlicher Anteil am Gesamt-N des Panseninhalts zukaime. 


Es sei noch bemerkt, daB bei langeren gleichmaBigen Fiitterungs- 
perioden am infusorienfreien Tier gerade die zuletzt besprochene Ver- 
hiltniszahl im allgemeinen nur sehr geringe Schwankungen und eine 
bemerkenswerte Konstanz aufweist. So anderte sie sich z. B. in dem 
Versuch 7 der Tabelle II in 5 Tagen bei A nur zwischen 87 und 98, 
bei B nur zwischen 93 und 98°, und in Versuch 8 sogar innerhalb 
17 Tagen bei A nur zwischen 91 und 96, bei B zwischen 90 und 94%. 
Diese Zahlen zeigen zugleich, da{} auch bei Fehlen der Infusorien ein 
sehr hoher ReineiweiBgehalt am Gesamt-N des Panseninhalts beteiligt 
ist, daB auch dieser also nicht ohne weiteres auf vorhandenes Infusorien- 
eiweiB schlieBen 1aBt. 

Weiter haben wir auch noch besonders das Verhdltnis des anal ytisch 
bestimmten Amid-N zum ReineiweiB-N in Betracht gezogen, obgleich 
dieses ja auch schon aus der soeben besprochenen Verhaltniszahl hervor- 
geht; daher ergab sich dann auch aus dieser Kontrolle nichts Neues 
fiir die Infusorienfrage. 
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Bestimmung des Bakterien-N, Amino-N und Ammoniaks. 


11 Wochen nach Abschlu8 der oben beschriebenen Versuche wurde 
bei Hammel A und B, die stets Heu und Tranke erhielten und deren 
Infusorienzahl und -arten wieder durchaus normalen Verhiltnissen ent- 
sprachen, erneut Panseninhalt entnommen, und zwar bei jedem Tiere 
fiinfmal innerhalb von 4 Wochen. Bei diesen Versuchen sollte noch die 
Bestimmung des Bakterien-N, Amino-N und Ammoniaks im Panseninhalt 
jurchgefiihrt werden. Die nebenher, analog den friiheren Versuchen aus- 
gefiihrten Stickstoffbestimmungen brachten in den einzelnen Fraktionen 
nichts Neues. Was nun die Bakterien anbelangt, so wurde ihre N-Menge 
bestimmt, indem von dem Filtrat des Panseninhalts zundichst ein Teil auf 
ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und nach Kjeldahl auf N analysiert 
wurde, der Rest aber erst, nachdem er durch ein Berkefeldfilter geschickt 
worden war. Es ist dazu bemerken, daB im Filtrat der Fraktion Futter- 
reste -+- Infusorien mikroskopisch noch stets einzelne Futterpartikeln zu 
finden sind, die natiirlich dann auch durch das Bakterienfilter zuriick- 
gehalten werden. Umgekehrt werden sehr wahrscheinlich einige Bakterien 
auf der Nutsche zuriickbleiben, daher kann, wenn auch beide Fehlerquellen 
einander bis zu einem gewissen Grade kompensieren mdégen, der auf 
Bakterien-N berechnete Wert nur als ein Anndherungswert angesehen 
werden. Dieser Bakterien-N berechnete sich nun nach unseren Versuchen 
bei Hammel A zu 5 bis 9%, bei Hammel B zu 11 bis 16%, des Gesamt- 
stickstoffs. Im Durchschnitt ergibt sich 10°, Bakterienstickstoff. Wir 
gelangten hier also zu einer guten Ubereinstimmung mit Schwarz, der 
nach derselben Methodik im Rinderpansen 8,1 bis 17,5°,, im Durehschnitt 
11,7% Bakterien-N gefunden hatte. 

Das Filtrat der Reinproteinfraktion, welches keine Bakterien mehr 
enthalt, da diese mit dem Reinprotein zusammen ausgefallt werden, wurde 
zur Bestimmung des formoltitrierbaren Stickstoffs nach Henriques-Sdrensen 
benutzt; diese fiihrte aber, ebenso wie bei Schwarz, zu einem negativen 
Ergebnis. Auch nach der Methode von Wéillstdtter und Waldschmidt-Leitz' 
lieBen sich keine auBerhalb der Fehlergrenze liegenden Mengen Amino- 
stickstoff feststellen, so daB es sich jedenfalls nur um Spuren handeln 
kénnte. 

SchlieBlich wurden im frischen Panseninha!lt noch Ammoniak- 
bestimmungen nach Kriiger-Reich-Schittenhelm ausgefiihrt. Wahrend 
Schwarz kein Ammoniak nachweisen konnte, fanden wir nach derselben 
Methode fiir beide Tiere recht konstante Werte, im Durchschnitt 0,048 ¢ NH, 
in 100 g Panseninhalt (bei Schaf A 0,043 bis 0,045 °, bei B 0,049 bis 0,052 °,). 


Zusammenfassung. 


Die Versuche liefern einen Beitrag zur Frage nach der Beteiligung 
der Mikroorganismen als EiweiBquelle an der Ernahrung der Wieder- 
kiuer. Der Anteil des Bakterien-N am Gesamt-N des Panseninhalts 
von normal ernaihrten Schafen betrug 10%, (Schwarz fand im Rinder- 
pansen 11,7 °%,). 


1 R. Willstdtter und E. Waldschmidt-Leitz, Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 54, 2, 1921, Nr. 2988. 
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Hinsichtlich des Anteils der Panseninfusorien am Gesamtpansen-N 
(Schwarz gibt 20°, an) ergaben die Versuche nur eine unwesentliche 
Beteiligung. Die Vergleichung der N-Abnahme im Pansen wahrend 
der ersten Tage eines Hungerversuchs, einerseits beim infusorienfreien 
Schaf (bei dem durch friitheres Hungern die Panseninfusorien zum 
Verschwinden gebracht waren) und andererseits beim normalen Schaf, 
bei dem die Infusorien in den ersten Tagen des Hungerversuchs ver 
schwinden, ergab bei letzterem nicht die erwartete 20°,ige Mehr- 
abnahme des Pansen-N gegeniiber dem ersteren. 

Auch die Aufteilung des N-Gehalts im Pansen auf die einzelnen 
Fraktionen (Reineiwei8, sogenannte Amide usw.) lieferte keine Anhalts- 
punkte fiir einen betrachtlicheren Anteil des Infusorien-N am Gesamt-N. 

Der Gesamt-N in Prozenten des Panseninhalts betragt bei normal 
ernahrten Schafen 0,2 bis 0.3%, ist bei dickfliissiger Konsistenz héher 
als bei diinnfliissiger, wechselt mit der Ernaihrung, indem er durch 
Kraftfutter zu-, durch Heufiitterung abnimmt, und sinkt besonders 
rasch durch Hungern ab, so daB er nach 7 Hungertagen 0,05°%, betriigt. 

Formoltitrierbarer N konnte im Panseninhalt nicht nachgewiesen 
werden, wohl aber N H,. 
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Uber chronische Methylalkoholvergiftung. 


Von 
Alfred Leo. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Breslau, Direktor: 


Geh. Rat Pohl.) 
(Eingegangen am 3. November 1927.) 


Durch die Untersuchungen von Pringsheim' erscheint der Mechanismus 
der Gewéhnung an den Athylalkohol wenigstens teilweise geklért: der 
chronisch vergiftete Organismus verbrennt den Athylalkohol schneller als 
der normale (in etwa zwei Drittel der Zeit), waihrend die ausgeschiedenen 
Mengen in Harn, Kot und exhalierter Luft kaum eine Anderung erfahren. 
Zugleich werden — wie es den Anschein hat — neue Statten (z. B. der 
Herzmuskel) zum Zwecke der Alkoholverbrennung herangezogen. 

Die Gewéhnung an den Athylalkohol ist jedoch keineswegs eine 
spezifische. Rudolf A. P. Rosenfeld ® konnte zeigen, da8 mit Methylalkohol 
vorbehandelte Tiere (Kaninchen) auf sonst schwer toxische Dosen von 
Athylalkohol weniger stark reagieren, wahrend umgekehrt aus einer Arbeit 
von Asser* hervorgeht, daB mit hohen Dosen von Athyl- und Amylalkohol 
gefiitterte Hunde Methylalkohol anders und wahrscheinlich vollsténdiger 
verbrennen; jedenfalls sank bei so vorbehandelten Tieren die Ausscheidung 
der Ameisenséure (bekanntlich ein Zwischenprodukt bei der CH,OH- 
Oxydation) auf ein Drittel des Normalwertes. Chronische Vergiftungs- 
versuche mit Methylalkohol an Ratten (Sollmann*), an Kaninchen (Rost 
und Braun*) geben fiir die Frage der Gewdhnung an diese Substanz keine 
Anhaltspunkte. 

Unsere Kenntnis beziiglich der Wirkung des CH,OH bei lange fort- 
gesetzter Darreichung an Hynden beschrankt sich im Grunde auf eine 
einzige Angabe aus dem Jahre 1892, namlich aus der Arbeit Pohis® » Uber die 
Oxydation des Methyl- und Athylalkohols im Tierkérper“, in der zum ersten 
Male das Auftreten der Ameisenséiure im Harn als Zwischenprodukt bei der 
CH,OH-Oxydation nachgewiesen wurde. ,,Dagegen gelang es mir niemals, 
so schreibt Pohl, Hunde bei Zufuhr von Methylalkohol, wenn die Dosen auch 
nicht gréBer als 15 bis 20 cem waren und in zweitagigen Intervallen gegeben 
wurden, langer als einige Tage am Leben zu erhalten. Die Tiere lagen 


' Diese Zeitschr. 12, 143, 1908. 

? Zeitschr. f. Immunitatsf. u. exper. Therap. 21, 228, 1914. 

* Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Therap. 15, 325, 1914. 

* Journ. of pharm. a. exper. therap. 16, 291, 1920. 

5 Arbeiten aus dem Reichgesundheitsamt 57, 580. 

® Arch. f. exper. Pathol. u. Therap. 31, 281, 1893; diese Zeitschr. 127, 
1922. 


66, 


424 A. Leo: 


gewohnlich tagelang komatés da, erwachten kaum aus dem Schlafzustand. 
fraBen nichts und gingen, auch wenn man mit der Alkoholzufuhr abbrach, 
zugrunde. Als einziger, regelma&Biger Sektionsbefund ist eine intensive 
Verfettung der Leber anzufiihren, deren Einzelheiten mit den Befunden 
Kahldens sehr gut iibereinstimmten.‘* Indessen liegt es auf der Hand, dali 
diese relativ allgemein gehaltenen Angaben — zumal bei Fehlen néherer 
Daten iiber das Gewicht der zur Verwendung gelangten Tiere, der ge- 
wihlten Alkoholkonzentration usw. — nicht geeignet sind, die Frage de: 
Moglichkeit einer chronischen Vergiftung mit Methylalkohol als im negativen 
Sinne entschieden erscheinen zu lassen. Vor allem schlieBen sie nicht aus, 
daB es bei anderer Versuchsanordnung (Einschleichen mit kleinsten Dosen, 
die keine oder nur ganz geringe Symptome machen) nicht doch médglich 
sei, Gewéhnung an gréBere und das Bild einer chronischen Vergiftung zu 
erzeugen. Vielleicht, da8 friihere Untersucher von der Bearbeitung dieses 
Problems der Umstand zuriickgeschreckt haben mag, daB gerade hier die 
Versuchstierfrage von geradezu ausschlaggebender Bedeutung ist (Kaninchen 
z. B. eignen sich infolge sehr ausgesprochener und anscheinend vdéllig un 
gesetzmaBiger Uberempfindlichkeit gegen CH,OH iiberhaupt nicht. Vel. 
R. Rosenfeld und Krol). 


Die hier bestehende Liicke auszufiillen, iibernahm ich. 
Zwei Fragestellungen leiteten uns bei unseren unten mitzuteilenden 
Versuchen: 
I. LaBt sich eine chronische Vergiftung bzw. Gewéhnung an 
CH,OH erzeugen? 
Il. Wie ist der Mechanismus einer solchen Gewéhnung?! 


Eine derartige Untersuchung ist um so wichtiger, als in der aller- 
letzten Zeit durch Neuberg und Ottenstein®? der Nachweis geringer 
Mengen von Methylalkohol im Tabakrauch erbracht ist, und auch 
die Méglichkeit einer chronischen Vergiftung dort erwaihnt wird. Es 
ist allerdings zu bemerken, daB beim Methylalkohol weniger die Menge 
als die Konzentration iiber seine Toxizitét entscheidet, und gerade 
im Tabakrauch die Konzentration sehr gering ist. AuBerdem wird 
von dieser Spur Methylalkohol (42 mg beim Verrauchen von 70 g Tabak) 
méglicherweise ein Teil gleich exhaliert. Dabei ist noch zu erwahnen, 
daB auch von dem resorbierten Teile etwa ein Fiinftel der Menge nach 
Véliz und Dietrich? unveriindert ausgeatmet werden kann. 


I. 

Bei unseren Gewéhnungsversuchen war methodisch auf eine 
Reihe von Einwendungen Bedacht zu nehmen. Man hat wieder- 
holt (bestirkt durch die bekannten Unterschiede zwischen dem 
experimentell erzeugten und dem klinisch beim erkrankten Menschen 


' Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 72, 444. 
? Diese Zeitschr. 188, 217, 1927. 
3’ Ebendaselbst 40, 15, 1912. 
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sich darbietenden Vergiftungsbild) die Vergiftungsursache nicht im 
CH,OH selbst, sondern in verschiedenen, haufig anzutreffenden 
Verunreinigungen desselben suchen zu miissen geglaubt. Diesem 
ganzlich unbegriindeten Einwand konnte von vornherein dadurch 
begegnet werden, dab neben dem kauflichen, durch die tiblichen 
Priifungsmethoden als rein befundenen Methylalkohol synthetisch 
dargestellter, sicher tadelloser, absolut einwandfreier gereicht wurde!. 
Es sei vorweggenommen, daB weder hinsichtlich der Formiatbildung 
noch im klinischen Verlauf der Intoxikation zwischen beiden irgend- 
welche Unterschiede festzustellen waren. 

Objektive Kriterien dafiir, daB die mit CH,OH behandelten Tiere 
bei den unten folgenden Versuchen nicht nur den Folgen immer wieder- 
holter akuter Intoxikationen unterlagen, sondern einer echten chronischen 
Vergiftung, analog dem anatomisch und klinisch so gut umrissenen 
Krankheitsbild des chronischen Alkoholismus der, menschlichen 
Pathologie, waren naturgemaB schwer zu erbringen. Bei einem Hunde 
(12,5 kg), der in kaum 7 Wochen die enorme Menge von iiber 1000 cem 
97 % igen CH,OH erhielt, konnte ich nicht einmal den von friiheren 
Untersuchern fiir konstant erklarten Befund einer Fettleber erheben 
Auch die Untersuchung des Urins auf EiweiB, Zucker, Gallen- 
farbstoffe usw. ergab keinerlei Anhaltspunkte?. War so ein Krankheits- 
bild, das einer chronischen CH,OH-Vergiftung entsprochen hatte, 
experimentell am Hund nicht zu erzeugen, so gelang es andererseits, 
eine Gewéhnung an diesen Kérper in betrachtlichem AusmaBe zu 
erzielen (vgl. folgende Protokolle). Die mit langsam ansteigenden Dosen 
gefiitterten Hunde vertrugen nicht nur die anfangs schwer toxischen 
Quanten ohne Symptome, sondern sogar mehrmals hintereinander 
Dosen, die fiir Kontrolltiere sicher tédlich waren und die in der Literatur 
als letale Dosis angegebenen Werte sogar iiberstiegen (8 ccm pro Kilo- 
gramm Kérpergewicht). Bemerkt sei noch, daB bei der Beurtelung der 
allmahlich statthabenden Gewéhnung neben dem Verhalten von Herz- 
aktion, Atmung, Pupillenreaktion, Reflexen vor allem die Temperatur 
ein sehr feines Kriterium bot. 

Die nunmehr mitzuteilenden Protokolle, die sich auf die Frage 
der Gewéhnung beziehen, bediirfen einer kurzen Erliuterung. Zur 
Verwendung gelangte teils kiuflicher, durch die tiblichen Priifungs 





1 Der Badischen Anilin- und Sodafabrik, insbesondere Herrn Direktor 
Dr. Mittasch, sei fiir die Uberlassung des synthetischen Alkohols bestens 
gedankt. 

2 Leberfunktionspriifungen oder Untersuchungen des _Lipoidstoff- 
wechsels, die ja zur Erkennung funktioneller Schadigungen bei chronischer 
Methylalkoholvergiftung benutzt worden sind, habe ich nicht angestellt. 
In dieser Richtung waren meine Versuche noch ergaénzungsbediirft ig. 
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methoden als rein befundener Methylalkohol, teils das synthetische. 
von den Badischen Anilin- und Sodawerken uns iiberlassene Priparat, 
beide zumeist in 50°,iger Verdiinnung. Wie bereits oben angedeutet 
wurde, waren weder im Vergiftungsbilde noch beziiglich der Formiat- 
ausscheidung irgendwelche Unterschiede zu konstatieren. 


Ein an Alkohol ungewoéhnter, 6 kg schwerer Hund schied nach Verab- 
reichung von l0cem 97°%igen kéuflichen Methylalkohols 1,2848¢ Na- 
Formiat in 5 Tagen aus, ein gleich schwerer, ebenfalls ungewéhnter, auf 
die in Volumprozent entsprechende Dosis des synthetischen Praéparats 
im gleichen Zeitraum 1,3764g Formiat. Da uns von dem synthetischen 
CH,OH nur eine beschriinkte Menge zur Verfiigung stand, muBten Wi: 
davon absehen, einen chronischen Vergiftungsversuch damit anzustellen. 
Dagegen lieB sich seine dem gewéhnlichen Methylalkohol vdéllig gleich- 
kommende Giftigkeit geniigend deutlich zeigen bei Gelegenheit der Er- 
mittlung der Dosis letalis minima, auf deren nochmalige Feststellung vor 
Beginn der eigentlichen Gewéhnungsversuche naturgema&B ein gewisser 
Wert zu legen war. 

Ein 10 kg schwerer Hund erhie!t 70 cem gewéhnlichen Methylalkohols 
(also 7 ccm pro Kilogramm Kérpergewicht) mit der gleichen Menge Wasser 
verdiinnt per Schlundsonde in zwei durch 3 Stunden getrennten Dosen. 
Es folgte ein sehr schweres Vergiftungsbild mit den iiblichen Symptomen: 
nach stundenlanger heftigster motorischer Erregung vdélliger Verlust der 
Koordination; klonische Krimpfe, dann immer tiefer werdendes Koma 
mit schlieBlich vélliger Areflexie, verengten, lichtstarren Pupillen, Anurie, 
ein Zustand, der im vorliegenden Falle iiber 48 Stunden anhielt, wobei 
die Temperatur des durch Decken geschiitzten Tieres von 38,5° allmahlich 
auf 35,4° absank. Es folgte eine weitere Periode von 2 Tagen, an denen der 
Hund somnolent, bewegungsunlustig, taumelig erschien, wahrend die 
Urinsekretion iiber zundchst sehr geringe Werte (150, 250, 400 cem, ohne 
dabei besonders hochgestellt zu sein —- ein Beweis, da8 es sich um wirkliche 
Anurie, nicht bloBe Retention gehandelt hatte) allmahlich in Gang kam, 
so da8 das Tier erst am 6. oder 7. Tage als ein einigermaBen normales 
imponierte. 14 Tage nach Verabreichung der ersten Dosis, als nach MaBgabe 
der Formiatausscheidung die Elimination des Alkohols als beendigt an- 
gesehen werden durfte, erhielt das Tier unter gleichen Versuchsbedingungen 
die gleiche Menge syrthetischen CH,QOH mit dem Erfolge, da sich dasselbe 
Vergiftungsbild in allen Ziigen und in kaum geringerem AusmaB abspielte. 
Durfte aus diesem Ergebnis der SchluB gezogen werden, daB (unter den 
von uns gewihlten Bedingungen) 7ccm pro Kilogramm Tier an der Grenze 
zwischen schwer toxischer und minimal letaler Dosis lagen, so wurde diese 
Vermutung durch die folgenden Versuche bestatigt (Kontrollversuch IIT 
und IV). Je ein Tier erhielt 8ccm pro Kilogramm Kérpergewicht ge- 
wo6hnlichen bzw. synthetischen CH,OH, und beide Tiere erlagen dieser 
Menge in ziemlich gleicher Zeit (vgl. Protokolle). 


Somit konnten 8ccm pro Kilogramm etwa als minimal letale 
Dosis betrachtet werden, welches Ergebnis mit den in der Literatur 
angegebenen Daten gut iibereinstimmt. 

Damit war ein weiterer Hinweis gewonnen, der bei der Beurteilung 
einer zu erzeugenden Gewéhnung verwertet werden konnte 
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Zwecks Hervorrufung einer Gewéhnung gingen wir nun so vor, 
daB bei einem Tier (Versuch I) die Dosierung unter laufender Bestimmung 
der Formiatwerte so getroffen wurde, daB erst nach vélligem Abklingen 
der Ameisensiureausscheidung die nachste Gabe gereicht, eine Kumu- 
lation mithin vermieden wurde; waihrend bei dem zweiten Tiere gerade 
ohne Riicksicht auf eine zu erwartende Kumulierung jeden zweiten 
Teg die nichste, eventuell héhere Menge verabfolgt wurde. Auf beide 
Weisen gelang es, eine einwandfreie Gewéhnung zu erzielen 


Beim ersten Tiere (Versuch I) kommt es infolge der getroffenen Versuchs 
anordnungen tiberhaupt erst bei 5ccm pro Kilogramm Kdérpergewicht zu 
leichten Erscheinungen (eine Menge, die beim ungewdéhnten Tiere oft 
schon schwere Vergiftungserscheinungen hervorruft). Verdopplung dieser 
Menge auf 10ccm pro Kilogramm, mithin eine Menge, die nicht unbetricht- 
lich tiber der in zwei Versuchen als letal befundenen Dosis liegt, treten 
zwar die typischen, heftigen Vergiftungserscheinungen ein, Wiederholung 
des gleichen Versuchs nach Abkiingen der Formiatausscheidung mit syn- 
thetischem Methylalkohol ergibt jedoch bereits eine merkbar schwachere 
Reaktion, und trotz zweimaliger Wiederholung mit diesmal eng aneinander- 
geriickten Intervallen wird das jedesmalige Intoxikationsbild auch im 
Hinblick auf objektive Kriterien wie den Temperaturabfall unverkennbar 
immer leichter. 


Versuch I. 
Kauflicher Methylalkohol puriss. Spezifisches Gewicht 0,804 bei 16° = 97 %,. 
Mit destilliertem Wasser: keine Opaleszenz. Mit Jodkalium: keine Ent- 


farbung. Mit Kaliumpermanganat: keine Entfirbung. Hiindin, 6 kg, 
etwa 134, Jahre. 





Datum | Orale Gabe CH,;OH — Bemerkungen 

23. 1X. 10cem ad H,O 1,66 Keine Erscheinungen 

28.IX. |10 , , 40 H,O 1,66 . 

ae ee 1,66 i ; 

-, ee Sa a Wacko 1,66 ‘ * 

 & ee: a | 3.82  Ungeschicklichkeit beim Laufen. Hiaufiges Aus- 


gleiten, Anstofen mit dem Kopfe, lebhafter 
Bewegungsdrang, 3 Stunden nach Verabreichung 
normales Verhalten 


23. X. 830cem ad 60 HO 5.0 Ausgesprochene motorische Unsicherheit bei leb- 
% haftem Bewegungsdrang, etwa 1 Stunde an- 
haltend. Nach 2 Stunden: das Tier liegt ruhig 
im Kifig, erscheint etwas trige, reagiert auf 
jeden Anruf, frift, spater ganz normal 
28. X. 
12h Dasselhe 19 Nach der ersten Gabe lebhafteste Exzitation, Be- 
wegungen noch gut koordiniert, von Zeit zu 
Zeit schreit das lier, versucht zu beiben 


4h - 10 Nach der zweiten Gabe stirkste motorische Ex- 
zitation, wobei das Tier fortwahrend: hinstiirzt 
und gellend schreit 


5b25’ Das Tier liegt im Kifig, Augen geschlossen, 
Pupillen resgieren. Auf Anruf hebt es den Kopf 
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Versuch I (Fortsetzung). 





Datum | Orale Gabe CH,OH_ =F? *8 
ccm 


29. X. 
10b friih 
6h 
30. X. 
10b frih 
11. XI. 30 com synthet. 10 
10630’ CH;0OH ad 60 H,0O 
3h Dasselbe 
Hh 
12. XI. 
9b friih 
12h 
4b nachm. 
18. XI. | 30cem gewodhnol. 10 
2h Dasselbe 
21. XI. 30 ccm synthet. 10 
9h 30’ + 30 Wasser 
22. XI. 


Bemerkungen 


Tier liegt in tiefstem Koma, Anurie seit 24 Stunden. 
Temperatur 36,6° (38,5° vor Verabreichung) 


Gegen Abend erhebt sich das Tier taumelind, 
friBt, lat Urin (kein Eiweif, kein Zucker, kein 
Aceton, keine Gallentarbstoffe) 


Das Tier erscheint bis auf cine gewisse Mattig- 
keit normal. Temperatur 38° 


Nach der ersten Gabe keinerlei deutliche Sym- 
ptome 


Nach der zweiten Gabe gleiches Vergiftungsbild 
wie oben, jedoch deutlich schwacher aus- 
gepragt und rascher abklingend 

Der Hund frit etwas, erhebt sich spontan, be- 
wegt sich relativ geschickt. Temperatur 37,5° 

Der Hund hat Urin gelassen (obne Befund), 
liegt ruhig im Kafig, nimmt Futter, reagiert auf 
jeden Anruf. Pupillen, Reflexe ohne Befund 


Der Hund taumelt noch etwas beim Herumlaufen. 
Temperatur 37,8° 
Anscheinend véllig normales Verhalten 


Keine nachweisbaren Symptome 


Starke motorische Unruhe, die jedoch nicht vom 
Koma gefolgt ist; nach 3 Stunden liegt der 
Hund etwas trige im Kafig, schlatt nicht, reagiert 
auf Anruf, nimmt dargereichtes Futter unge- 
schickt. Temperatur 37,8°. Urin ohne Betund. 
Am nichsten Morgen aufer ciner gewissen 
Tragheit symptomlos 


Erste Dosis: starke Salivation, Bewegungsdrang 
ohne Koordinationsstérungen. Zweite Dosis: 
maBige motorische Exzitation, Anstofben im 
Kafig, aber kein Himstiirzen. Schreit viel (Kolik- 
schmerzen?). 4 Uhr: der Hund liegt mit gedff- 
neten Augen im Kafig, reagiert auf jeden An- 
ruf. Beim Laufen und Fressen ziemlich un- 
geschickt. Temperatur 37,6° 


Morgens: etwas triage und ungeschickt. Beim 
Versuch, in den Kafig zu springen, springt er 
febl. Nachmittags: anscheinend vdéllig erholt 


Beim zweiten, dem folgenden Versuch treten die ersten deutlichen 
Erscheinungen gemaB der statthabenden Kumulation schon bei 2,4 cem 
pro Kérperkilogramm ein, 4 ccm pro Kérperkilogramm erzeugen bereits 
ziemlich stiirmische Erscheinungen. Jedoch trotz Weiterverabreichung 
der gleichen Mengen in zweitagigen Intervallen schwinden schlieBlich 
alle Symptome bis auf gelegentliche leichte motorische Unsicherheit. 
Nech Verbrauch von 630 ccm 97 °%,igen Methylalkohols machen 4 cem 
pro Kilogramm iiberhaupt keine Erscheinungen (Versuch II, 3. XIL.); 
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wéhnten Tieres auf eine Methylalkoholdosis und auf subkutan verab- 
reichtes Formiat eine 20tagige Pause eingeschaltet werden. Nach Ablauf 
derselben ist das Tier, wie die Protokolle zeigen, seiner Gewé6hnung nicht 
verlustig gegangen, ja, es gelingt, ihm dreimal hintereinander 8 ccm pro 
Kérperkilogramm, ohne daB eine schwerere Vergiftung mit Koma usw. 
eintritt, beizubringen. Nach insgesamt 1015ccm C H,0OH! innerhalb 
von zwei Monaten ist das Tier noch am Leben gewesen, dann aller- 
dings stirbt der Hund, aber nicht infolge einer chronischen Vergiftung, 
sondern infolge eines durch die hohen Alkoholkonzentrationen ge- 
setzten sekundaren Schadens: einer abundanten Magenblutung. 


Der Versuch lehrt, daB trotz der notwendig eintretenden Kumu- 
lation eine ziemlich weitgehende Gewéhnung méglich ist (s. Versuch [1). 


Versuch 11. 


Mannlicher Hund, 12,5kg; infolge Ischiaticusdurchschneidung an der linken 
Hinterpfote etwa zehnpfennigstiickgroBes trophisches Ulcus. 





Pro kg 
ce 


Datum Orale Gabe CH, OH ie 


Bemerkungen 


21. X. | 20cem ad 40 H,O 1,6 Keinerle: Symptome 

28. X. Dasselbe 1.6 ‘ ° 

25. X. ® 1,6 . ° 

27. X. | 30cem ad 60 H,O 2.4 ° e 

a: Dasselbe 24 Leichte motorische Unsicherheit beim Laufen. 
Nach 4 Stunden normal 

31. X. | 30cem ad 60 H,O) 2,4 Etwas ausgesprochenere Koordinationsstérungen 
keine Schlatrigkeit, nach 5 Stunden ist nichts 
mehr nachweisbar. Kein Temperaturabfall. Urin 

Ee. ohne Betund 

11h 25vem ad 50H,0 = 4,0 Keine Symptome 
4b 3 Dasselbe 4.0 Nach der zweiten Gabe starkes Taumeln, Be- 


wegungstricb, sehr hiaufiges Anstofen und Hin- 
stiirzen. 6 Uhr: das Tier friBt duBerst unge- 
schickt. Temperatur 37,5°, nur durch laute 
Anrufe aus seiner Somnolenz erweckbar 


4. Xl. 5O0cem ad 100H,0 4,0 15 Minuten nach Verabreichung schwerer Rausch. 
5 Uhr: schlafrig, aber prompt auf jeden Anruf 


11h auf einmal reagierend, Pupillen und Reflexe normal, frift 

6. XL. Dasselhe 4.0 Bald nach Verabreichung grofe Apathie, die bald 
in Koma iibergeht, keinerlei Reaktion auslés- 
bar. Pupillen verengt, schwache Lichtreaktion. 
Atmung verlangsamt, Temperatur 37° (35,6° 
norma!) 

a Das Tier ist noch schwer benommen, erholt sich 
erst langsam im Laufe des Tages. Nach 30. 
stiindiger Anurie Harn ohne pathologische Be- 
standteile, bis auf Aceton (Jodoform + +, 

8. XI, Legal +) 

Qh 25ecem ad 50 H,O 34,0 Keinerlei Symptome 
3h 30’ Dasselbe Tier etwas trige, frift, bewegt sich spontan, Urin, 


Temperatur normal. Gewicht 12.8 kg 





430 A. Leo: 


Versuch II (Fortsetzung). 





= —— 
Datum Orale Gabe CH, OH Bemerkungen 


Pro kg 
| ccm 


10. XI. | 50 cem ad 100 H,O 4.0 Angedeutete motorische Unsicherheit, spater an- 
Scheinend etwas miide. Pupillen, Reflexe ohne 
Betund. Auf Anruf reagierend, friit. Tempe- 


ratur 38,2° 

12. XI. Dasselbe 4.0 Wie oben 

14. XL a 4.0 Unbedeutender Verlust durch Herausw urgen, keine 
Symptome 

17. XL jg 4,0 Etwas trige? Sonst keine Symptome 

19. XI. Z 4.0 Keine Symptome, Temperatur 38,1°. Urin ohne 
Befund 

21. XI. ‘ 4,0 || Wie oben 

3. XI. Die Amei usscheidung im Urin ist zur 








: Norm abgefallen 
4. XII. | 10cem ad 20 H,0 0,8 Bestimmung der Formiatausscheidung (s. unten) 


11. XII. | 75 cem ad 150 H,O 


Qh in zwei Dosen | 6,0 Nach der ersten Gabe Ungeschicklichkeit beim 
Laufen 
3h Liegt ruhig im Kiafig, schwer zum Aufstehen zu 
bewegen. Reagiert auf Anruf, frift. Tempe- 
ratur 38,1° 
13. XT. 
12h 50 com ad 100 H,O 8.0 Nach der ersten Gabe benommen, reagiert aul 
Anrut, ist schwer zu Bewegungen zu veran- 
! , , 6 
Dasselbe lassen. 6 Uhr: Der Hund frift sehr ungeschickt, 
taumelt, schlaft bald ein 
18. X11. 
10h 100 cem ad 200H,O|) = 8.0 12 Ubr: Hund anscheinend benommen, liegt ruhig 
im Kafig, reagiert auf Anruf; nachmittags ge- 
‘ , ringe Ungeschicklichkeit beim Laufen. Tempe- 
20. XI. ratur 38,2° 
10h 50 cem ad 100 H,O Keine Erscheinungen 
4h Dasselbe 8.0 Ungeschicktes Fressen, nachher Schlaf. Urin 
ke.n Eiweiés, kein Zucker, keine Gallentarbstoffe 
21. XII. 
Qh Der Hund erscheint normal, friBt 


22. Dezember. Das Tier, das massenhaft teils geronnenes, teils fliissiges 
Blut erbrochen hat, ist tot.' 

Sektion: Die rechte Lunge ist im Bereich des Oberlappens infiltriert, 
die linke ist normal. 

Magen und Diinndarm enthalten eine groBe Menge teils geronnenen, 
teils fliissigen Blutes. Die Schleimhaut des Magens zeigt neben starkster 
entziindlicher Schwellung und blutiger Imbibition mehrere Ulcerationen. 
Der Herd der Blutung ist nicht mit Sicherheit erkennbar. Auch die Schleim- 
haut des Diinndarms ist in betrachtlicher Lange starkstens entziindlich 
geschwollen und mit einzelnen punkt- bis pfenniggroBen Blutaustritten 
versehen; an diesen Stellen ist die Schleimhaut abgehoben. 

Parenchymatése Organe: Leber, Niere, Milz, Herz makroskopisch 
unverandert. 
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Kontrollversuch 111. 


Mannlicher Hund, 12 kg. Urin frei von krankhaften Bestandteilen, Tem- 
peratur 38,4°. 





Pro kg 


Datum Orale Gabe CH, OH wre Bemerkungen 


| 
30. XII. 96 cem + Wasseraa’ 8.0 Bereits eine Stunde nach Verabreichung der ersten 
i> 2 Dose Hiltte tiete Somnolenz; der Hund reagiert 

= 6 Oe kaum noch auf Anruf, Temperatur 38,1°. Nach 

der zweiten Halfte: Das Tier schiatt tief, Tem- 

ratur 37,5°. Pupillen fast lichtstarr. Erhalt 


cken 
31. XI. Tiefes Koma, Anurie, Temperatur 36,6° 
2. 1. Tiefstes Koma, komplette Anurie seit dem 30. XI! 


Temperatur 34,9°. Gegen Mittag Krimpfe der 
linken Kérperhalfte 
a Morgens Tod an Atemlahmung 


Sektion: AuBer geringer entziindlicher Injektion der Magenschleim- 


haut und der pylorischen Region kein Befund. 


Kontrollversuch IV. 


Mannlicher Hund, 12.5k¢. Urin ohne Befund. 





Datum | Gabe CH,OH Fro kg Bemerkungen 
| | com 
23. L. 50 ccm CH,OH Nach der ersten Gabe sehr starker Speichelflu6, 
12h synthet. Taumel, Exzitation, hettiges Schreien. Nach 
4 der zweiten Gabe stirzt der Hund sehr bald 
. zusammen. Um 6 Ubr tiefer Scblat 
3h Dasselbe 8.0 Tefes Koma. Temperatur des zugedeckten 
24. I. Tieres 354°. Anurie 
25. I. Tier tot 


Sektion: Geringe Hyperimie von Magen und Duodenum, sonst kein 
Befund. 


il. 
Frage des Mechanismus der Gewohnung an Methylalkohol. 

Nachdem die oben beschriebenen Versuche eine Resistenzsteigerung 
gegen CH,OH bei chrqnischer Zufuhr geseigt hatten, war die Art 
dieser Gewéhnung, ob einfache ‘celluliire Anpassung oder Anderung 
der Alkoholverbrennung bzw. -ausscheidung nur durch — den gesamten 
Stoffwechsel des CH,OH gleichzeitig erfassende — Versuche zu er- 
kliren (also quantitative Bestimmung des Methylalkohols und seiner 
Derivate in Kot, Harn, exhalierter Luft und im Blute). Da dieser 
Weg — aus auBeren Griinden — nicht gangbar erschien, so wahlten 
wir zwecks wenigstens teilweiser Klarung des Problems einen anderen: 
Bestimmung des typischen intermediiiren Umwandlungsprodukts des 
CH,OH, der Ameisensiure, im Urin allein. 


Reicht man einem Hunde, dessen normale Ausscheidungsmenge an 
Formiat bekannt ist, eine ma&Bige Menge Methylalkohol und bestimmt 
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laufend die Ameisenséiureausscheidung, so erhalt man die von Pohl be 
schriebene typische protrahierte Ausscheidungskurve, mit ihrem Gipfel 
am 2., meist am 3. oder 4. Tage. Am 5. Tage war die Ausscheidung ge 
wohnlich zur Norm abgesunken. Fiihrte man jetzt dem Tiere wieder die 
gleiche Menge Methylalkohol zu, unter laufender Bestimmung der Formiat 
ausscheidung, so fand sich nach relativ seltener Wiederholung der gleichen 
Dosis als erste, gesetzmaéBige Folge: ein Absinken der Ameisenséure 
ausscheidung auf etwa die Halfte der in den gleichen vorangehenden Zeit 
abschnitten ausgeschiedenen Werte. 


Versuch V. 
Hiindin, 6 kg. 


22. September. Urinmenge: 310 cem, enthalt 0,015 g Na-Formiat. 








ee. Na-Formiat Harnmenge CH,OH 
4 com 
I. 23.—24. IX. 0,1008 410 10 cem ad 100 cem Wasser 
24.—25. IX. 0,721 600 
25.—26. IX. 0,3782 520 
26.—27. IX. 0,0755 460 
27.—28. IX. 0,0282 500 
1,2848 
I. 28. -29. IX. 0,0832 740 10 cem ad 40 ecm Wasser 
29.—30. IX. 0,8735 510 
30. IX.—1. X. 0,1794 600 
1.—2. X. 0,0760 660 
2.—3. X. 0,0362 520 
1,2483 
IIL. 3.—4. X. 0,1550 420 LO cem ad 30 cem Wasser 
4.—5. X. 02236 540 
5.—6. X. 0,0594 620 
6.—7.X 0,0428 420 
04718 


Wahrend also in den beiden ersten Ausscheidungsperioden von 
5 Tagen die gefundenen Gesamtwerte fast genau iibereinstimmen. 
sinkt in der dritten viertagigen Periode die Ausscheidung plétzlich 
auf unter die Halfte des zu erwartenden Wertes. In der nachsten Periode 
bleibt der Wert — bei gleichbleibender Dosis — ungefahr gleich niedrig. 
Verdoppelt man nun die zugefiihrte CH,OH-Menge, so erhalt dessen- 
ungeachtet die Ausscheidungsverminderung in gleicher Weise an, 
wie der Fortgang des Versuchs in den nachsten drei Perioden zeigt. 
trotzdem wie in Il die Ausscheidungsdauer zunimmt. 


Erst wenn man exzessiv hohe Dosen reicht (10 cem pro Kilogramm, 
also fiir ungewéhnte Tiere die im allgemeinen als tédlich anzusprechende 
Menge), so kann dieser gesetzmiBige Vorgang der Ausscheidungs- 
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Versuch V1. 


(Fortsetzung von Versuch V.) 








ILL. 23. 


Dosen Na-Formiat Harnmenge 
u ccm 
— 8. X. 0.0754 230 
oa 0.3221 700 
—10. X. 0,087 1 570 
tm 4 0,0564 509 
12.X 0,0134 520 
0.5549 
13. X. 0.0448 BSO 
14. X. 0.6169 459 
15. X. 0,4092 520 
—16.X 0.0785 600 
—17. X. 0,0578 500 
18. X. 0.0591 400 
—2/. X. 0,0109 600 
1.3029 
24. X. 0,1696 480 
—25. X. 03684 529 
—26. X. 0,7432 690 
—27. X. 0.2560 570 
28. X. 0,0285 410 
1.5657 


verminderung durchbrochen werden und 


Ausscheidungsmodus ahnlicher Wert auftreten. (Méglichenfalls deshalb, 
weil bei dem komatés daliegenden und an Harnverhaltung leidenden 
Tiere unverandert in die Blase gelangter Methylalkohol riickresorbiert 
wird und einer sekundaren Spaltung unterliegt ; vgl. Véltz und Dietrich’) 


Versuch VII. 


Dasselbe Tier wie Versuch V1. 


ad 40 cem Wasser am 12. X 


CH,OH 


10cem ad 20 cem Wasser 
am 7. X 


20 com Methy lalkohol 


30 ccm Methylalkohol 
30 cem Wasser am 23. X 


ein dem urspriinglichen 





Na-Formiat | Harnmenge 


Datum 
g com 
28.—29. X. 0.0976 270 
29.—30. X. 1,0445 210 
30.—31. X. 2.7584 1400 
31. X.—1. XI 1,1727 601 
1.—2. XI. 1.3995 400 
2.—3. XI. 0.8997 660 
3.—4. XI. — 520 
4.—5. XI. 0.2831 359 
5.—6. XI. 0,1232 450 
6.—7. XI. 0,0354 459 
7.—8. XI. 0,0155 
7.6396 
' lie. 


Biochemi 


sche Zeitschrift Band 191 


CH,OH 


60 eem Meth ylalkohol 
6% e¢em Wasser am 28. X 
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Um einen Hinweis zu gewinnen, worauf die Tatsache der vei 
minderten Formiatausscheidung beruhe (deren Vieldeutigkeit noch 
unten weiter zu diskutieren sein wird), reichten wir dem gleichen 
Tiere, nachdem die Ausscheidungsverminderung eingetreten war 
reines Natriumformiat subkutan (2g in 10°%iger wiisseriger Liésung) 


Versuch VIII. 


Dasselbe Tier wie im Versuch VII. 2g Na-Formiat subkutan. 


» Sees ee ee 
2. 0,0239 
3 0,0152 

0,5423 


Ein ungewéhntes Tier von gleichem Gewicht lieferte unter gleichen 
Umstinden 0,6016 g, verbrannte also die zugefiihrte Ameisensiéure 
nur wenig schlechter (vgl. folgenden Versuch). 


Versuch IX. 


Mannlicher Hund, 5500 g, 1'4 Jahre, ungewéhnt. 2 g Na-Formiat subkutan. 


Ce. 6 + face» *« «ae ree 
Se Ore e 
‘ea ll 





0,6016 g = 30% 


Das gewohnte Tier verbrannte also von parenteral zugefiihrtem 
Formiat 73°, das ungewéhnte Tier 70°; womit gezeigt ist, daB das 
gefundene Sinken der Formiatmengen im Urin nicht wesentlich auf eine 
intermediire Oxydationssteigerung bezogen werden kann. 

(Die Divergenz der gefundenen Ausscheidungsquoten in Pohl und 
Assers Versuchen einerseits, die sich zwischen 18 und 20°, bewegen, und in 
den meinigen, wo sie eine Maximalhéhe von etwa 30°, in einzelnen Ver- 
suchen erreichen, mag auf die Verschiedenheit der gewahlten Applikations- 
art — orale Verabfolgung bei Pohl und Asser, parenterale bei mir be- 
zogen werden.) 

Da jedoch bei den bisher angefiihrten Versuchen der Eimwand 
méglich erscheint, daB bei so verhaltnismaBig seltener Verabfolgung 
der Dosen eine Gewédhnung zweifelhaft sei, so wurde der analoge Ver- 
suchsmodus wiederholt bei dem Hunde, der bereits (vgl. Versuch 3 
des ersten Abschnitts) 650 ccm Methylalkohol (97 °%,igen) in 30 Tagen 
erhalten hatte und — wie die oben angefiihrten Protokolle lehren 
diirften — auf Grund der Beobachtungen als ein mit Sicherheit weit- 
gehend gewéhnter Hund bezeichnet werden muB. 

Das Ergebnis war prinzipiell das gleiche: 
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Mannlicher Hund, 12,5 kg (vgl. Protokoll LI), erhielt in 30 Tagen 
650 ccm reinen Methylalkohol in steigenden Dosen. Er vertrug zuletzt 
50cem Methylalkohol, jeden 2.Tag gereicht, ohne Symptome (gleich 
4ccem pro Kilogramm), waéhrend anfangs 2,4ccm pro Kilogramm schwere 
Symptome gesetzt hatten, und er auf die ersten Dosen zu 50 ccm mit 
typischem, schwerem Koma reagiert hatte. Die Formiatausscheidung ist 
nach 13 Tagen zur Norm abgefallen (am 3. Dezember). Formiatmenge 
dieses Tages: 0,0120. Er erhalt nun am folgenden Tage 10 ccm CH,OH 
mit der gleichen Menge Wasser verdiinnt per Schlundsonde zwecks Priifung 
der Formiatausscheidung. 





Versuch X. 

Detem Na+Formiat Harnmenge CH,OH 

ry com 
1 0.0632 | 560 100 com CH, OH + 10cem Wasser 
5. XIL 0,3120 1000 
6. XI. 0,236 850 
7. aa 0,0440 450 
8. XII. 0,0100 500 


0,6328 


Dagegen lieferte ein Kontrolltier von gleichem Gewicht, das nie 
Methylalkohol erhalten hatte, 1,5250g Na-Formiat im gleichen Zeit- 
raum unter gleichen Versuchsbedingungen. Vgl. die Tabelle des Ver- 
suchs X1. 

Versuch XI. 
Kontrollversuch. 
Mannlicher, ungewéhnter Hund von 12 kg Gewicht. Normalausscheidung 
am Vortage des Versuchs 0,0086 ¢ Na-Formiat. Am 5. Dezember 10 ccm 
CH,OH + 10cem Wasser per Schlundsonde. 





on Na-Formiat Harnmenge CH,OH 

g com 
5. XIL. 0,0964 400 100 cem CH,OH + 10 cem 
6. XIL. 0,5866 560 Wasser am 5. XII. friih 
7. XI. 0,7428 980 
8. XII. 0,9842 520 
9. XII. 0,0150 410 

1.5250 


Das Verhalten des gew6hnten und des ungewéhnten Tieres auf 
parenterale Na-Formiatbelastung ist ebenfalls dem an erster Stelle 
mitgeteilten Versuch entsprechend. Das erwihnte, an hohe Methy!- 
alkoholdosen gewéhnte Tier erhielt 2g Formiat subkutan und schied 
in 3 Tagen 0,4282g Formiat = 21,4°%, aus, wahrend ein gleiches, 
ungewohntes Kontrolltier 27,7°% — 0,5548 g Formiat lieferte. Vgl. die 
Tabellen XII und XIII. 
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Der 
in 30 Tagen) erhielt unmittelbar nach der bereits mitgeteilten Belastung 
mit 10cem Methylalkohol und folgender Formiatbestimmung 2 g_ reines, 
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erwahnte, weitgehend gewéhnte Hund (650 cem Methylalkoho! 








getrocknetes Na-Formiat in wasseriger Lésung subkutan. Ameisenséure- 
ausscheidung am Vortage 0,0100, am 8. Dezember. 
Versuch XII. 
N . > . ae 
a a-Formiat Harnmenge CH,OH 
2 ccm 
9. XT. 0.3210 110) 2¢ Formiat subkutan am 
10. X01. 0,0852 650 8. XT. 
11. X11 0,0220 480 
0,4282 
21.4%, 
' 
Versuch XIII. 
Kontrolltier. 
Mannlicher Hund, 12 kg, ungewéhnt. Normalausscheidung am Vortage 


00,0065 g Formiat. 2 g getrocknetes, reines Na-Formiat in 20°, iger wiasseriger 


Lésung subkutan. 


l. Tag. 0.4012 ¢ 950 cem 

Biltaitecivag «(5 0,1426 g 700 ,, | 2g Na-Formiat 

me as cic cle 4.3 2 yee 380 | subkutan 
0,5548 2 27,7% 


In diesem Versuch also verbrennt das gewéhnte Tier zugefiihrtes 


Formiat wenigstens um etwa 6°, besser als ein normales. 


Zusammenfassend lieBe sich also aus dem vorstehend Mitgeteilten 


folgern: 


Nach chronischer Aufnahme von Methylalkohol und anscheinend 
parallel mit einer stattgehabten Gewéhnung kommt es zu 
einer Verminderung der Formiatausscheidung im Harn. 

Diese Verminderung beruht nicht oder nur in aller- 
bescheidenstem Umfange — auf einer Mehrverbrennung inter- 


mediar gebildeten Formiats. 


Es erscheint lohnend, diese Ergebnisse zu vergleichen mit Befunden 


Assers (l. ¢.), 


bieten. 


die in mancher Hinsicht eine erwiinschte Erginzung 
Asser fand namlich in Verfolgung seines Problems tiber die 


Anderung der Methylalkoholoxydation durch andere Alkohole: 


1. Bei mit Athyl-Amylalkohol kombiniert vorbehandelten Tieren 
sanken die Formiatwerte im Urin bei nachtraglicher © H,OH-Ver- 
abreichung. 
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2. Dieses Sinken der Formiatwerte beruht auf einer leichten 
Steigerung der Fahigkeit zur Formiatoxydation (bei exogener Zufiihrung 
desselben) unter dem EinfluB der genannten Alkohole. 

Diese letztgenannten Punkte suchte Asser auf indirektem Wege 
zu beweisen: Er fiitterte Tiere gleichzeitig mit verschiedenen Alkoholen 
(Methylalkohol ausgenommen) + Na-Formiat und fand, daB auch bei 
dieser Versuchsenordnung die Formiatwerte auf unter die Halfte der 
Norm absanken, ohne daB die Exhalationsquote zunahm. Dieses Resultat 
Formiat + Athylalkohol auf die Kombination Methylalkohol + Athyl- 
alkohol iibertragend, schlieBt Asser: ,,Wiirde die Athylalkohol- 
kombination gewiB nicht dadurch zum Anle8® fiir eine Minderaus- 
scheidung von Formiat werden, daB die Exhaletion in die Héhe geht, 
sondern eher in einer Férderung der Formiatoxydation.* 

In Ansehung unseres Problems folgt aus der Vergleichung der 
mitgeteilten Befunde: 

Sowohl bei mit Athylalkohol wie bei mit Methylalkohol chronisch 
vergifteten Tieren erleidet die Formiatoxydation eine gleichsinnige 
Stérung: Sinken der Ameisensiurewerte im Urin auf Methylalkohol- 
darreichung. 

Jedoch beruht beim athylalkoholgewéhnten Tiere dje genannte 
Verminderung — sofern man die Assersche Beweisfiihrung als zwingend 
unterstellt — auf einer Férderung der Formiatoxydation, vermutlich 
also auf vollstiindigerer Verbrennung des CH,CH, nicht auf vermehrter 
Exhalation. 

Beim methylalkoholgewéhnten Tiere beruht dieser Vorgang nicht 
oder nur im allerbescheidensten Umfange auf einer vermehriten Ver- 
brennung. Es muB offengelassen werden, ob beim methylalkohol- 
gewohnten Tiere eine vermehrte Exhalation oder und damit ware 
den drei von Asser erwogenen Méglichkeiten: vermehrte Formiat- 
oxydation, verminderte Formiatoxydation, vermehrte Exhalation, 
ein vierter Punkt hinzugefiigt — ob eine Ausscheidung unzersetzten 
CH,OH etwa durch Niere und Darm in betrachtlichem Umfange fiir 
das Sinken der Formiatwerte verantwortlich zu machen sei. Die 
Méglichkeit einer vermehrten Exhalation wire schon deshalb in Be- 
tracht zu ziehen, weil bekanntlich schon in der Norm cer Anteil der 
Exhalation an der Ausscheidung des Methylelkohols ein sehr betracht- 
licher ist; fanden doch Vélz und Dietrich in ihren Versuchen den 
Mittelwert von 21,5°, der verabreichten Dosis CH,OH im Exhalat der 
ersten 48 Stunden wieder, und Asser erhielt in einem siebentagigen 
Versuch im ganzen 55,8°, der verabfolgten Dosis in der ausgeatmeten 
Luft seines Tieres, und zwar am ersten Tage 13,9°,, am zweiten 13%, 
am vierten noch 10°. Allerdings kénnte eine vermehrte Exhalation 
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ja nur statthaben, wenn entweder der Alkoholspiegel im Blute iiber die 
Norm anstiege oder die AtemgréBe eine Zunahme erfihre. 

Auf der anderen Seite beweisen die Versuche von Vélz und Dietrich, 
daB unter bestimmten Versuchsbedingungen sehr betrachtliche Mengen 
unveranderten Methylalkohols in den Urin tibergehen kénnen (bis 
zu 15%), und die genannten Autoren glauben, die von ihnen é6fters 
gefundenen niedrigeren Werte auf besondere Faktoren, wie Riick- 
resorption aus der Blase, zuriickfiihren zu miissen. Auch Bougers' 
konnte ein erhebliches Ubergehen von CH,OH in den Urin feststellen. 

Zusammenfassend kann mithin gesagt werden: 

1. Beim Hunde gelingt es, in kurzer Zeit eine experimentelle 
Gewoéhnung an sicher tédliche Dosen von Methylalkohol zu erzeugen 
Ein Versuchstier vertrug die gewaltige Menge von iiber 1 Liter CH,OH 
verteilt auf 2 Monate. Das chronische Vergiftungsbild verlauft ohne 
besonders charakteristische Ziige. 

2. Parallel mit dieser Gewéhnung sinkt die Formiatausscheidung 
im Urin. 

3. Die Verminderung der Formiatausscheidung beruht nicht 
auf einer Mehrverbrennung vorgebildeten Formiats. 

Ubertragt man die an Hunden gewonnenen Erfahrungen auf den 
Menschen, so ist selbst bei Voraussetzung einer besonderen Empfindlich - 
keit seines Nervensystems eine Gewéhnungsméglichkeit fiir Methyl- 
alkohol im allgemeinen anzunehmen. Behauptungen aber, die die 
Schadlichkeit des Tabakrauchens auf die Gegenwart von Zentigrammen 
Methylalkohol im Rauche zuriickfiihren wollen, sind sicher iibertrieben. 
In dieser Richtung ist es vielleicht wertvoll, daB Versuche von Rewiger® 
vorliegen, wonach selbst Gaben von 5cem CH,OH nur eine leichte, 
vielleicht fragliche Stérung des N-Stoffwechsels bedingen (Steigerung 
des Gesamt-N von 0,53 auf 0.7 g¢ in 24 Stunden am Kaninchen). 


' Arch. f. exper. Pathol. 35, 415. 
* Zeitschr. f. ges. exp. Med. 28, 368, 1922. 
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Uber die Anwendung der Stolteschen Veraschungsmethode 
in der Mikroanalyse. 


Von 
Carla Egg und K. Klinke. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am &. November 1927.) 


Die Bestimmung der basischen Mineralbestandteile in der Asche 
tierischer Gewebe oder Fliissigkeiten bereitet wegen der leichten Flichtig- 
keit der beiden Alkalichloride (Schmelzpunkt von KCl = 772°C, 
von NaCl = 820°C; Schmelzpunkt des Eutektikums mit 56% KC) 
und 44%, NaCl = 640°C) (Plato und Ruff) Schwierigkeiten. Fiir die 
Makroanalyse ist nun von K. Stolte eine Methode der Veraschung 
im Luftbade angegeben worden, die, wie mannigfache Nachpriifungen 
ergaben, keine Verluste an den beiden Alkalien eintreten laBt. 

Die zu veraschende Substanz wird in einen Platintiegel eingewogen, 
und dieser in einem gréBeren Porzellantiegel auf einige Tonklétzchen 
gestellt, so daB er rings von einem Luftmantel umgeben ist. Zuniachst wird 
mit fachelnder Flamme abgebrannt und schlieBlich mit aufgelegtem Deckel 
in der vollen Flamme eines Teklubrenners zu Ende verascht. Um die 
Behinderung der Veraschung durch Inkrustation der Kohlepartikelchen 
mit Salzen zu vermeiden, l48t Stolte ein- bis zweimal einige Tropfen Wasser 
zu der teilweise veraschten abgekiihlten Substanz zusetzen, im Trockenofen 
bei schrag gestellter Schale abdampfen und erneut bis zum voélligen Wei8 
werden der Asche gliihen. 

So einfach und leicht zu handhaben diese Methode ist, so hat sie 
in der Mikroanalyse verhiltnismabig wenig Beachtung gefunden 
Zwar ist von Kramer und Tisdall dieser Weg fiir die Aschenanalyse des 
Blutes angegeben worden; eine Bestimmung, ob bei den Mikromengen 
der Dampfdruck der beiden Alkalichloride nicht doch héher wiirde, 
als der Genauigkeit der Analyse zutriglich ist, wurde von ihnen nicht 
ausgefiihrt. 

Immer wiederkehrende neue Vorschlige weisen darauf hin, dab 
nach einer zuverlassigen Methode gesucht wird, die ohne viel Zuwarten 
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(Zeit dazu stcht ja wohl selten zur Verfiigung), eine innerhalb de: 
sonstigen Fehlergrenzen liegende Genauigkeit garantiert. 

Wir haben aus diesem Grunde die Stoltesche Veraschungsmethod 
einer systematischen Untersuchung an Mikromengen unterworfen 
indem Wagungen vor und nach der Veraschung ausgefiihrt wurden 
Zur Ausfiihrung der Wagungen stand uns eine Bunge-Mikroschnel] 
wage zur Verfiigung. die mit einer Genauigkeit von etwa 2 bis 3, 
arbeitet. 

Wir lassen nachstehend unsere Resultate folgen, die zeigen, dat 
diese Veraschungsmethode auch bei Anwesenheit von nur '/,,mg Alkali 
chlorid in dem Veraschungsgut absolut Hinreichendes leistet. 


Auszug aus den Protokollen. 





Platinschiffchen | Platinschiffchen I! 
8 & 
ee on ne ce be ; 0,443 239 0,463 279 
Nach 2 Std. Glithen nach Stolte . . . 0,443 241 0,463 280 
Abgeknistertes KCl eingewogen . . . 0,476 379 0,480 615 
Nach 6 Std. Glihen ........ 0,476 379 0,480 618 
Neue Einwaage von KC] . .... . 0,454 218 0,476 421 
Dazu abgeknistertes NaCl eingewogen 0,465 238 0,499 542 


(Also in 1: 10,977 mg KCl und 11,020 mg NaCl etwa 50 und 50°; 
in IL: 13,141 mg KCl und 14,121 mg NaCl = etwa 48 und 52%. Die 
Zusammensetzung der Einwage liegt somit in der, Nahe des oben erwahnten 
Eutektikums mit dem Schmelzpunkt von 640°.) 





Platinschiffchen I | Platinschiffchen I 
¥ x 

eS ere 0,465 239 0,490 539 
Dazu Traubenzucker mit dem Asche- ] 

gehalt von 0,05 %%, eingewogen . . 0,479 160 0,510 170 
Addiert man zu den Gewichten der mit 

KCl und NaCl beschickten Tiegel 

das Aschegewicht der eingewogenen 

Traubenzuckermengen, so erhalt man (0,465 246) (0,499 549) 
Nach Stolte verascht (4 Std. gegliiht) 0,465 260 0,499 559 


Wie aus den Zehlen hervorgebt, ist die Zuverlassigkeit dieser 
Veraschungsmethode eine sehr groBe. Auf eine Fehlerquelle, die sich 
aber nur bei der Bestimmung des Aschenriickstandes bemerkbar macht. 
soll die Aufmerksamkeit gelenkt werden. Bei einer unserer Analysen- 
reihen traten unerklarliche Zunehmen im Gewicht — bis 20 y — auf. 
Es stellte sich heraus, daB die Porzellanschale durch das lange Gliihen 
einen Sprung bekommen hette; Flemmengese konnten infolgedessen 
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durchtreten und bildeten wehrscheinlich Platin-Kohlenstofflegierungen, 
die die beobachtete Gewichtszunzhme bedingten. Beim Gliihen im 
elektrischen Ofen, wobei wir durch untergeschobene Tonklétzchen 
von 2mm Héhe den Luftmantel herstellten, sowie in einer heilen 
Porzellanschale mit gut zichendem Brenner traten diese Zunahmen 
nicht auf. 

Zur weiteren Analyse ist es nach dem Vorgang von Kramer und 
Tisdall nur nétig, die Asche in n/10 Salzsiure aufzunehmen und die 
einzelnen Bestimmungen anzuschlieBen. Die Uberfiihrung aus dem 
Tiegel kann bei einigermaBen geschicktem Arbeiten ohne Verluste vor 
sich gehen, wie folgender Versuch zeigt: 

Eingewogen. . . . . . 0,025000g KCl 0,030320 g KCl 

Nach 6 Stunden Gliihen im elektrischen Ofen Tiegelgewicht vdllig 
ungeindert. In einen 100,0-cem-MeSkolben iiberfiihrt und in je 2,5 cem 
Kalium als Kobaltinitrit bestimmt (Titration des Nitrits mit Kalium 
permanganat) 


ee . « « « 13,230mge-% K 25,12 mg-°% KCl 
SS ha 5 fae 30,41 , KCl 


Die Methode 1aBt sich also tiberall in der Mikroanalyse anwenden, 
wo es sich darum handelt, die basischen Bestandteile zu ermitteln 
Die Bestimmung von P, Cl und § bleibt immer der feuchten Veraschung 
vorbehalten, am besten wohl in der Modifikation, daB mit rauchender 
Salpeterséure unter Zusatz von Silbernitrat verascht wird (vgl. Tschopp). 

Als technische Bemerkung méchten wir noch anschlieBen, dab 
auf griindlichste Trocknung sowohl des Analysenmaterials wie der 
halbveraschten Substanz nach dem Wasserzusatz geachtet werden muB. 
Hier kénnen sich sonst leicht Fehler, die durch das Abknistern der 
Alkalichloride entstehen, einschleichen. Durch Aufsetzen des Deckels 
ist diesem Ubelstand eine weitere Schranke gesetzt. 


Literatur. 
Plato und Rujj, Ber. d. chem. Ges. 36, 2357, 1903; Zeitschr. f. physik. 
Chem. 58, 350, 1907. — Stolte, diese Zeitschr. 85, 104, 1911. —- Kramer und 


Tisdall, Journ. biol. chem. 48, 1, 1921. Tschopp, Zeitschr. f. Mikrochem. 
5, 161, 1927. 
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Kann Milchsiure anaerob aus der Muskulatur verschwinden? 


Von 
F. Lipmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie in Berlin-Dahlem.) 


~ 


(Eingegangen am 7. November 1927.) 


Wiahrend nach O. Meyerhof cinmal im Muskel gebildete Milchsaure 
nur durch Oxydation zum Verschwinden gebracht werden kann, wobei 
die Milchsiure, soweit sie nicht selbst verbrennt, zu Glykogen resyn- 
thetisiert wird, soll nach Embden und seinen Mitarbeitern Milchsaure 
auch anaerob zum Verschwinden kommen, und zwar beobachteten sie 
dies bei zahlreichen Gelegenheiten in Gegenwart héherer Fluorid- 
konzentrationen'. In einer zusammenfassenden Betrachtung dariiber 
stellt Embden fest?, daB ,,auch bei denkbar vollstandiger Abwesenheit 
von Sauerstoff, d. h. in einer Atmosphire von reinem Stickstoff oder 
Wasserstoff, Muskelbrei unter der Einwirkung von Natriumfluorid 
in héheren Konzentrationen Milchsiure in zum Teil betrachtlicher 
Menge zum Verschwinden bringen kann’. Er vermutet hierbei einen 
endothermen Ubergang von Milchsiure in Kohlehydrat, wofiir die 
nétige Energie durch nichtchemische Prozesse geliefert wiirde. Wenn 
sich diese Vermutung bewahrheiten sollte, kénnte man einen ahnlichen 
Mechanismus auch im intakten Muskel voraussetzen, was eine weit- 


' Embden, Schmitz und Meinicke, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 118, 46f., 1921 (Muskeln von phlorhizin- und strychninvergifteten 
Kaninchen); Embden, Abraham und Lange, ebendaselbst 136, 311, 1924 
(Temporaria-Muskeln); Embden, Deuticke, Lehnartz und Perger, eben- 
daselbst 162, 167, 1927 (Muskulatur von Schollen); Martino, ebendaselbst 
163, 172, 1927 (Forellen-Muskulatur); Embden, Handb. d. Physiol. VITT, 
1, 430 ff. 

* Handb. d. Physiol. 8, 1, 431. 
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gehende Umgestaltung unserer bisherigen Vorstellungen tiber den 
Erholungsvorgang zur Folge haben wiirde. Ich bin deshalb auf Vor- 
schlag von Herrn Meyerhof aneine Nachuntersuchung dieser Beobachtung 
herangegangen. 

AuBer Embden haben auch Beattie und Milroy’ ein Verschwinden 
von Milchséiure im Muskelbrei in Gegenwart von Fluorid beobachtet. 
Ganz besonders war dieses in Katzenmuskulatur nach _ Insulin- 
einspritzung der Fall, wo in m/10 Fluoridlésungen die vorhandene 
Milchséure fast vollstandig verschwinden konnte. Immerhin haben 
die Autoren nicht unter anaeroben Bedingungen gearbeitet, so daB 
bei ihnen die Milchsiure eventuell durch Oxydation entfernt sein 
konnte. Andererseits beobachteten Embden und seine Mitarbeiter den 
Milchséureschwund in der gleichen Versuchsanordnung nicht stets, 
sondern nur in einem Teil der Fille und fanden auch, ,,daB wahrend 
eines linger ausgedehnten derartigen Versuchs Anstieg und Absinken 
der Milchsiure miteinander abwechseln**?. Dies legte uns den Gedanken 
nahe, daB es sich bei dem Milchséureschwund um einen methodischen 
Fehler handeln kénnte. 

Bereits in einigen orientierenden Versuchen war von Herrn Meyerhof 
gefunden, daB, wenn man in der iiblichen Ausfiihrung der Milchsaure- 
bestimmungen den zur Entzuckerung benutzten Zusatz von Kupfer- 
kalk (nach van Slyke und Clausen) schon nach einer halben Stunde 
abfiltriert, in Gegenwart von Fluorid éfters erhebliche Milchsaure- 
verluste auftreten, daB diese aber nahezu ausbleiben. wenn man den 


Tabelle 1. 


Milchsaéureverluste bei Fluoridzusatz zur Milchséurebestimmuny 





NaF on Seng Milchsaure in mg 4, Vesiust 
Mol. gefunden vorgegeben 
0 2,22 2,20 
0,001 2,20 2,20 
0,01 2,14 2,20 2.5 
0,1 1,56 2,20 30,0 
0 1,10 1.10 
0,009 1,11 1,10 
0,03 0,95 1,10 14,0 
0,1 0,79 1,10 28,0 


' Journ. of Physiol. 60, 384, 1926; 62, 174, 1927 
2 Embden, Handb. d. Physiol. |}. c. 
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Niederschlag iiber Nacht stehen 14Bt. Dieser Beobachtung bin ich 
weiter nachgegangen. 


Setzt man Natriumfluorid direkt zur Milchsiure im Bestimmungs- 
kolben, so treten bedeutende Verluste auf, die schon bei n/10 Fluorid 
30°, bei 0,03 n NaF iiber 10°, betragen (Tabelle 1). 


Diese Verluste beruhen offenbar auf Verzégerung der Oxydation 
da die durch Permanganat bedingte Rotfirbung viel langsamer ver- 
schwindet 


Ich untersuchte daher zuniichst, ob der Kupferkalkzusatz das 
Fluorid nicht vollstandig entfernt. 


Es wurde in zwei Proben eine frische CaF,-Fillung  erzeugt 
durch EingieBen von 20 cem n CaCl, in 15 cem n NaF. Zu der 
einen gab ich 2cem Zinklactat, entsprechend 2,4 mg Milchséure, zentri 
fugierte, filtrierte und benutzte einen aliquoten Teil zur Bestimmung (a) 
Die zweite Probe zentrifugierte ich erst und gab zu dem Filtrat 
2cem Zinklactat, entsprechend 2,4 mg Milchséure, und nahm_ hier 
von ebenfalls einen aliquoten Teil zur Bestimmung (b). In Doppel 
bestimmungen ergab sich dann, umgerechnet auf die Gesamtmenge, 
das in Versuch | angegebene Resultat. 


Versuch 1. 





Milchsaure in mg 


vy sell in. Verlust 
gefunden erwartet %, 
. 907 
a) 2.07 24 13 
2.08 
b) 2.36 24 
2.38 


Das zugesetzte Filtrat bedingte also hier bei der Milchsaéure- 
bestimmung keinen Fehler und war offenbar fluoridfrei. Dagegen 
ergab sich ein Verlust, wenn Zinklactat zum Calciumfluoridniederschlag 
gesetzt wurde. Dieser Befund, da frisch gefilltes Calciumfluorid Milch- 
siure aus der Lésung entfernt, lieB sich unter verschiedenen Umstanden 
bestitigen. 


Z. B. wurde in einem hohen Standzylinder durch EingieBen von 40 cen 
CaCl,-Lésung in 30 cem n NaF in Gegenwart von Zinklactat eine Calcium- 
fluoridfallung hergestellt, dann die Suspension auf 100ccm aufgefiillt. 
Nachdem sich eine scharfe Trennungslinie iiber dem Niederschlag ge- 
bildet hatte, wurde nach 1 und 4 Stunden ein Teil der klaren, iiber- 
steheriden Lésung abfiltriert. Das Resultat ist in dem folgenden Versuch 2 
enthalten. 
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Versuch 2. 





Milchsaure in mg 


Zeit » Verlust 
gefunden vorgelegt % 

Nach 1 Std. in 20cem 0,88 1,2 25 
~ 2. Qe 1,02 25 

ee » 20, 0,95 1,2 20 

20 , 0,97 1.2 20 


LaBt man den Niederschlag einige Zeit stehen, so verringert sich 
der Gehalt des mitgefallten Lactats, wie sich aus der folgenden Versuchs- 
reihe ergibt. In dieser wurde absichtlich mehr Fluorid zugesetzt, als in 
den gewoéhnlichen Versuchen zugegen ist. 

Je 25cem n CaCl,-Lésung, die die in den einzelnen Versuchen an- 
gegebene Milchséuremenge enthalt, wird mit 20 ccm n NaF-Lésung unter 
Umschiitteln versetzt und auf 50 ccm aufgefiillt. Nach einer bestimmten 
Zeit wird zentrifugiert. Der Gehalt des Niederschlags an Milchsiure wurde 
in der Weise bestimmt, daB in 25 ccm der klaren Lésung und ebenfalls in 
der restierenden 25-cem-Lésung + Niederschlag die Milchséure nach der 
Modifikation von Shaffer, Cotonio und Friedemann'! bestimmt wurde. 
Diese ergibt nimlich im Gegensatz zur gewéhnlichen Bestimmung von 
Fiirth-Charnass und Clausen in Gegenwart von Fluorid im Destillations- 
kolben keinen Fehler. Aus der Differenz der beiden Werte mit und ohne 
Niederschlag ergibt sich der Gehalt des letzteren an Milchséiure. Es ist 
darauf hinzuweisen, daB gleichmaBige Resultate nur bei iibereinstimmender 
Herstellung des Calciumfluoridniederschlags erhalten werden kénnen. 


Tabelle Il. 
Milchséureverlust durch MitreiBen von Lactat im CaF,-Niederschlag. 


Milchséure in Milligrammen. 





In 25 com ' Danach berechnet Verlust 

- | Theores os 4+ | in ous roy nang — . - der 

,, oes tische eo stehender |" i€@ers | i, vesamter || >Umme Osung 
scheme | Menge | Sian, | “tamune’ | gia | "nun = 

| 

20 Min. 2,0 128 | 0,67 0,61 1,34 1,95 34 
20 , 2.0 1,28 0,68 0,60 136 1,96 34 
'< 1,0 0.67 | O81 0,36 0,62 0,97 37 
23 , 2.0 1,30 0,60 0,68 1,22 1,90 85 
25 . 4.0 2.65 1,19 1,45 2.38 3,82 38 
72 Std. 2.0 1,06 0,86 0,20 1,72 1,92 10 
48 , 2.0 1,14 0,88 0,25 1,77 2.02 12 


1 Journ. of biol. Chem. 73, 335, 1927. 
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In einer Kontrollbestimmung wurde festgestellt, daB der Zusatz 
der gleichen Menge Calciumfluorid zum Destillationskolben belanglos 
ist. Aus der Tabelle I] ergibt sich, daB bei nur 20 bis 25 Minuten 
langem Stehen des Niederschlags etwa 35°, der Milchsiure aus der 
Lésung verschwinden, ein Resultat, das auffallig konstant ist trotz 
verschiedener zugesetzter Milchsiuremenge. Die fehlende Milchsaur: 
ist aber vollstandig im Niederschleg wiederzufinden. Nach 48 bzw 
72 Stunden langem Stehen ist die mitgerissene Menge auf ein Dritte! 
verringert. 

Wahrend der durch das MitreiBen von Fluorid bedingte Fehler 
natiirlich von der Bestimmungsmethode der Milchsiure unabhangig ist, 
wird der durch die Gegenwart des Fluorids im Destillationskolben ver- 
ursachte bei der Modifikation nach Shaffer und Mitarbeitern vermieden, 
offenbar, weil das Mangansulfat die Oxydation des Lactats beschleunigt 
Dies geht aus der Tabelle III hervor. 


Tabelle 111. 


Milchséurebestimmung nach Fiirth-Charnass und Shafjer in Gegenwart von 
Natriumfluorid im Destillationskolben. 











NaF.-Gehalt im Milchsaure in mg a 

Destillierkolben = |— aeonens Methode Defizit 
Mol. 1 theoretisch gefunden i % 
0,17 2,0 1,97 Shaffer 0 
0,17 2,0 2,02 * 0 
0,17 2,0 1,05 Fiirth-Charnass 45 
0,17 2,0 1,28 e 35 
0 2.0 1,97 Shaffer 0 


Fihrt man Kontrollbestimmungen nach der Routinemethode aus, 
wobei man etwa eine solche Menge Fluorid zu der Zinklactatlésung 
hinzusetzt, wie bei den Muskelversuchen zugegen sein kann, und ebenso 
Kalk und Kupfersulfat in der iiblichen Menge, so sind die Resultate 
weniger regelmaBig als in den voranstehenden Versuchen. Manchmal 
ergeben sich bei kurzem Stehen des Niederschlegs Verluste, manchmal 
nicht; andererseits fiihrt gelegentlich die urspriingliche Bestimmungs- 
methode nach Fiirth-Charnass-Clausen zu Verlusten, die aber bei der 
Modifikation nach Shaffer ausbleiben. Man kann daraus folgern, daB 
der scheinbare Schwund der Milchsaure in einigen Fallen durch MitreiBen 
von Lactat, in anderen durch Ubergang von Fluorid in den Destillations- 
kolben geschicht, und daB der Ausfall der Versuche offenbar von Zufallig- 
keiten bei der Herstellung der Fallung, der Filterdichte usw. abhangt. 
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Dieses Ergebnis stimmt recht gut zu den Resultaten Emidens und seiner 
Mitarbeiter, die ja nur in einem Teil ihrer Fille einen Schwund von 
Milchsaure fanden und in manchen Versuchsreihen eine unregelmabige 
Zu- und Abnehme. Im allgemeinen ist aber der Verlust an Milchsiure 
bei 24stiindigem Stehen des Niederschlags sehr klein oder auch Null, 
und er wurde stets vermiBt, wenn nach solcher Wartezeit die Bestimmung 
nach der Shafferschen Modifikation geschah. 


Schon ehe die fiir die Milchsaureverluste verantwortlichen Faktoren 
so weit aufgeklart waren, habe ich die verschiedenen Anordnungen 
von Embden sowie Beattie und Milroy auf ein anaerobes Verschwinden 
von Milchséure durchgepriift. Stets wurde hierbei der Kupferkalk- 
niederschleg eine Reihe von Stunden, meist iiber Nacht, stehengelassen 
und zur Sicherheit zur Anfangskontrolle vor der Verarbeitung ebenso- 
viel Fluorid hinzugegeben, als in den Versuchslésungen verwandt war. 
Die Bestimmung geschah noch nicht nach der Shafferschen Modifikation, 
und nach Kontrollbestimmungen zu urteilen, kénnen Verluste von 
7 bis 8°, unter diesen Umstanden noch gelegentlich auftreten. Jn 
keinem einzigen Falle ergab sich dabei eine die Fehlergrenze iiberschreitende 
zeitliche Abnahme der Milchsdure. Die Fehlergenauigkeit dieser Versuche 
ist etwas kleiner als die der direkten Milchsiurebestimmung. I nsbesondere 
ist in den verschiedenen Proben zerschnittener Muskulatur der Gang 
der Milchsiurebildung niemals vollkommen gleich, so daB auch ohne 
Fluorid Unterschiede von 10°, in Doppelversuchen méglich sind, was 
die Fehlergrenze der Milchsiurebestimmung selbst weit tibertrifft. 


Verfahren. 


Die Muskeln wurden unter Ejiskiihlung mit gebogener Schere zer- 
schnitten, auf der analytischen Wage zu Portionen von 1g schnell ab- 
gewogen und in eisgekiihlte Erlenmeyerkolben von 50cem eingefiihrt. 
Die Suspensionsfliissigkeiten waren vorher durch einstiindiges Durchleiten 
von sauerstofffreiem Stickstoff von Sauerstoff befreit. Nach Einfiillen der 
Muskeln wurde die Luft aus dem Kolben durch kurzes Einleiten eines starken 
sauerstofffreien Stickstoffstromes vertrieben und der geschlossene Kolben 
in den Thermostaten (meist 20°) gehangt. Die Verarbeitung geschah wie 
iiblich durch EnteiweiBung nach Schenck und anschlieBende Kupferkalk- 
fallung nach van Slyke und Clausen. 


Auf diese Weise wurde die Milchsiurebildung in der Muskulatur 
von Temporarien, Kaninchen und Katzen mit Fluoridkonzentrationen 
zwischen 1 und 0,05 Mol. gepriift. Ohne Pufferung, durch Pufferung 
mit Phosphat oder Bicarbonat, durch Variation des py, durch Ver- 
wendung von Muskeln von mit Insulin vorbehandelten Kaninchen 
und Katzen und schlieBlich durch Verfolgung des Zeitverlaufs der 
Milchsdurebildung bei hohen Fluoridkonzentrationen versuchte ich 
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vergeblich, den von EHmbden und seinen Mitarbeitern mitgeteilten 
Befund zu reproduzieren. Uber die Versuche geben die folgenden 
Tabellen Auskunft. 
Tabelle IV. 
Verhalten der Milchséure unter anaeroben Bedingungen in Gegenwart vor 
Fluorid. Temperatur 20°. 





Versuchs- Molare Milchsau Anderung 
Nr. Muskelart Zusatze = eon ee eS 
Std. tration 5 Of, 
1. Temporaria 0 0,163 
2 1 0,171 + 5 
om 2 0.5 0,169 + 4 
2 0 25 0,177 + 9 
2 0.12 0,177 + 9 
2 0.06 0.181 +11 
2. Kaninchen- 0 — 0,338 
muskeln 1"), 1 0,311 — 8 
-- 1'/, 05 0,338 0 
1 0,25 0,341 + 1 
1 0,12 0.348 + 8 
_ 1 0.06 0,383 + 13 
3. | Kaninchen mit - 0 _ 0,339 
Kram pfdosis 0,01 m 0 _ 0.316 
Insulin ge- Phosphat 
spritzt — 3 1 0 306 6 
0,01 m 8 1 0,306 6 
Phosphat 
= 3 0.33 0,321 2 
0,01 m 3 0,33 0,337 + 3 
Phosphat 
— 3 0,1 0,310 5 
0,01 m 3 0.1 0,328 0 


Phosphat 


In den Versuchen der folgenden Tabellen sind stets Doppel- 
bestimmungen der Milchsiure ausgefiihrt, deren gréBte Differenz 
6 bis 7%, betrigt. In keinem Falle ergibt sich eine diese Schwankungs- 
breite tiberschreitende Abnahme der Milchsiure durch Fluoridzusatz. 


Versuch 3. 
Variation des pg. 
Kaninchen mit Krampfdosis Insulin (Leo) gespritzt, nach 3 Stunden durch 


Entbluten getétet, keine Krampfe; Blutzucker 0,056 und 0,060. Dauer: 
3 Stunden; Temperatur: 20°. Milchséuregehalt in Prozenten. 





Datum | Anfangswert Py 68 Pq 10,8 


i. ¥, m/5 NaF + Phos- | 0.287 0,284 0,278 
phatpuffer 0,271 0,281 0,275 
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Tabelle V. Prozente Milchséure zu verschiedenen Zeiten bei Gegenwart 
von Fluorid. Temperatur: 20°. 





GréBte 
Datum Muskelart bea 0 Std 1 Std. 2 Std 4 Std. pe mang 
19.IV. Temporarien- m/1 0,260 0,280 0,265 0,286 a 
muskel 0,269 0.278 0,283 0,287 
20.1V.  Kaninchen- m1 0,495 0,502 0.502 0,493 a 
muskel 0.462 0475 O508 0515 
6. VV. Kaninchen mit m/10 0,280 0,284 0,305 0,281 4 
Insulin ge- 0,295 0,297 0,280 0,272 
spritzt * 


* Erhielt Krampfdosis Insulin, nach 3 Stunden durch Entbluten getétet; leichte Krampfe 
Blutzucker 0,027, 0,029 


Versuch 4. WKaninchenmuskulatur. Temperatur: 37°. 





| GroBbte 
Datum — 15 Min. # Min 60 Min Abnahme 
25. IV. Mol. NaF .. 0,537 0,545 0,543 0,570 0 
Mol. Nak + 
2% NaHCO, 0,510 0,551 0.540 0,533 0 ‘ 


Versuch 5. Katze, mit Krampfdosis Insulin gespritzt, nach 3 Stunden 
getétet. Kraimpfe. Temperatur: 20°. 





GroBte 
Datum Anfangswert 2! , Std Milchsaureabnahme 
17. V. Mol. NaF 0,470 0,449 9 


0.471 0.470 & 


Ich schlieBe somit, daB auch in Gegenwart von Fluorid Milchsaure 
niemals anaerob aus zerschnittener Mukulatur verschwindet, und 
daB die gegenteiligen Angaben der Autoren auf durch Fluorid ver- 
anlaBte Milchsiureverluste bei der Verarbeitung zuriickzufiihren sind. 

Der Gedanke, daB unter Fluoridwirkung im zerschnittenen Muske] 
Milchséure anaerob in Kohlehydrat tiberfiihrt werden kénnte, ist um so 
mehr von der Hand zu weisen, als weitere Versuche, die in Gegenwart 
von Sauerstoff ausgefiihrt wurden, ergaben, daB Fluorid die in atmendem 
Muskelgewebe stattfindende Resynthese zu Kohlehydrat volistindig 
verhindert, und zwar unter Umstinden, unter denen energetisch eine 
solche Synthese méglich sein wiirde. Diese Versuche werden demnachst 
in einem anderen Zusammenhang mitgeteilt. Jedoch bedarf ein solcher 
Gedanke nach meinen oben mitgeteilten Versuchen keiner weiteren 
Erérterung. 
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Uber die partielle De-phosphorylierung 
der Hexose-di-phosphorsiure durch Hefe. 


Von 


(. Neuberg und J. Leibowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Bicchemie in Berlin-Dahlem.) 


Vor einiger Zeit! konnten wir zeigen, daB die Spaltung der Hexose- 
di-phosphorsdéure durch die Phosphatase des Aspergillus oryzae iiber die 
Zwischenstufe einer Hexose-mono-phosphorsdure verlaiuft, die mit der 
vor Jahren von Newberg durch chemischen Abbau des Di-phosphats 
gewonnenen Hexose-mono-phosphorsiure identisch zu sein schien. Bei 
dieser Gelegenheit hatten wir bereits hervorgehoben, dab Hefen-phos- 
phatase ahnlich wirkt. Besonders wichtig war es nun, festzustellen, ob 
dieser biologisch beachtliche Abbau des Zymo-di-phosphats durch Hefe. 
der gleichfalls absatzweise erfolgt, iiber dasselbe Intermediarprodukt 
vor sich geht. ; 

Wir nahmen zunichst Versuche mit girfihigem Mazerationssaft 
vor. Bisher gliickte es in keinem friiheren Stadium des Abbaues, 
nennenswerte Mengen Hexose-mono-phosphat aus dem Reaktionsgemisch 
zu isolieren. Dieses Ergebnis ist nicht unerwartet, da Versuchen von 
C. Neuberg und M. Kobel? entnommen werden kann, daB die Mono- 
phosphate mit mindestens der gleichen Geschwindigkeit wie das Zymo- 
di-phosphat vergoren, also woh] auch de-phosphoryliert werden, dem- 
zufolge ihre Anhaufung als Reaktions-zwischenprodukt nicht méglich 
ware. 

Dagegen gelingt die Abjfassung einer Hexose-mono-phosphorsdure 
als Abbauprodukt des Di-phosphats bei Verwendung von frischer Hefe, 
deren Garkraft durch Antiseptika aufgehoben bzw. stark herabgedriickt 
worden ist. Bei Benutzung von chloroformierter und toluolisierter 
Unterhefe konnten nach Aufarbeitung der Ansitze in der bei unseren 
Taka-phosphatase-versuchen ehedem beschriebenen Weise Praparate 


' ©, Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927. 
2 C. Neuberg und M. Kohbel, ebendaselbst 174, 480, 1926; 179, 451, 1926. 
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von Bariumsalzen gewonnen werden, deren Zusammensetzung und 
Léslichkeitsverhaltnisse mit denen eines hexose-mono-phosphorsauren 
Bariums iibereinstimmen. Auffallenderweise waren nun die Drehwerte 
durchweg héher, als sie fiir den reinen Neuberg-ester angegeben werden. 
andererseits aber betrichtlich niedrige: als den Daten fiir den Robison- 
ester entspricht. Da auch das (freilich weniger charakteristische) Re- 
duktionsvermégen zwischen den Werten fiir die beiden Mono-phosphate 
lag, diirfte es sich um Gemenge der beiden handeln. Es lag nahe, anzu- 
nehmen, daB die Uneinheitlichkeit des Reaktionsproduktes darauf zuriick- 
zufiihren ware, daB es zum Teil aus einem Produkt der partiellen De- 
phosphorylierung des Di-phosphats, und zu einem anderen Teile aus 
einem Produkt der Re-phosphorylierung total abgespaltener Hexose 
besteht. 

Wir stellten daher De-phosphorylierungs-versuche mit frischer Ober- 
hefe an, der kein nachweisliches Phosphorylierungs-vermégen zukommt ; 
ihre Garwirkung war durch Zugabe von Chloroform plus Toluol auf- 
gehoben. Im Gegensatz zu unserer Erwartung erwies sich auch der hier 
gewonnene Mono-phosphorsiure-ester nach seiner Drehung als ein 
Gemisch von Neuberg- und Robison-ester. Wir iiberzeugten uns davon. 
daB der hohe Ablenkungswert nicht etwa durch geringe Mengen stark 
drehender Verunreinigungen, welche die analytischen Werte nicht 
beeinflussen, bedingt ist, indem wir ein so gewonnenes Mono-phos- 
phat-priparat durch Fallung mit Quecksilber-acetat nach Robison von 
einer anhaftenden kleinen Menge stickstoffhaltiger Substanz befreiten 
Es erfolgte keine Abnahme, eher eine geringe Zunahme des Drehungs- 
vermogens. 

Unter diesen Umstanden miissen wir auch einem Ergebnis unseret 
Taka-phosphatase-versuche stirkere Beachtung zuteil werden lassen 
Dort haben wir nimlich ebenfalls bereits Drehungen gefunden, die héher 
lagen, als zu erwarten war. Wir schenkten diesem Umstande keine 
besondere Aufmerksamkeit ; im Lichte der neuen Erfahrungen betrachtet, 
scheint es sich jedoch nicht um einen Zufall zu handeln. 


Unsere Ergebnisse sind woh! mit einer von O. Meyerho/ und K. Loh- 
mann' fiir die biologische Rolle der Hexose-mono-phosphorsaure ge- 
machten Annahme in Einklang zu bringen. Die Autoren haben nicht 
den Mechanismus der De-phosphorylierung des Zymo-di-phosphats 
untersucht, vielmehr umgekehrt die Bildung von typischem Di- 
phosphorsaure-ester bei der Glykolyse und Giarung auf eine Um. 
wandlung eines primar gebildeten Mono-phosphats bezogen, von dem 
je 2 Mol. derart reagieren sollen, daB das eine vollkommen de-phos 


' O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 
29" 
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phoryliert wird, wahrend das andere den abgespaltenen Phosphor. 
siure-rest aufnimmt und so zum Di-phosphat wird. Die beiden von 
Neuberg und Robison aufgefundenen und in Substanz isolierten Mono 
ester sehen sie nicht als einheitliche Produkte an, sondern als Ge 
mische von Isomeren, die sich teils von einer Aldo-, teils von eine: 
Ketohexose ableiten. Es mu auch beriicksichtigt werden, da ein 
ganz sicherer Anhaltspunkt zur Beurteilung vélliger Einheitlichkeit de: 
Hexose-di-phosphorsaure bisher fehlt?. Immerhin ist es unzweifelhaft 
daB im Produkt der partiellen enzymatischen De-phosphorylierung 
der Hexose-di-phosphorsiure der Neuberg-ester stark tiberwiegt, da 
es uns, wie friiher beschrieben, gelungen ist, das kristallisierte Strychnin- 
salz durch einmaliges Umkristallisieren rein zu erhalten. 


Die partielle De-phosphorylierung der Zymo-di-phosphorsaure 
durch tierische Organe haben wir bereits erfolgreich durchgefihrt 
(siehe 8.456); Versuche mit Bakterien sind im Gange. 


Beschreibung der Versuche. 


Als Substrate benutzten wir Magnesium-hexose-di-phosphat, das 
nach Neuberg und Sabetay* bereitet war, oder das entsprechende Kalium- 
salz, dargestellt durch Schiitteln des reinen Calciumsalzes mit einer 
berechneten Menge Kalium-oxalat-lésung. Mit jedem Hauptversuch 
wurde ein Kontrollansatz verbunden, in dem die gleiche Menge Hefe 
in demselben Volumen Chloroform-Toluol-wasser aufgeschwemmt war. 
In Proben beider Ansitze nahmen wir die Messung der Phosphor- 
siure-abspaltung kolorimetrisch vor, wobei die (stets sehr geringen) 
P,O;-Werte des Kontrollansatzes von den Ergebnissen des Haupt- 
versuchs abgezogen wurden. 


Die Aufarbeitung, d. h. die Isolierung des erzeugten Mono-phosphor- 
sdure-esters, konnte in der einfachen Weise geschehen, die wir bei unseren 
Versuchen mit Taka-phosphatase bewahrt gefunden hatten. Die hierbei 
gewonnenen Bariumsalze wurden so lange aus wasseriger Lésung mit 
Alkohol umgefallt, bis sie in kaltem und heiBem Wasser vollstandig 
lislich waren. Sie enthielten nur Spuren mittels der Lassaigneschen 
Probe nachweisbarer stickstoffhaltiger Materie. 


1 Aus der Natur der bei der :‘Spaltung von Hexose-phosphorsaure- 
estern gewonnenen Zucker diirfen keine Schliisse auf die Natur des Zuckers 
im veresterten Zustande gezogen werden, da nach den neuesten Unter- 
suchungen iiber Bildung und Verseifung von Phosphorséure-estern (vgl. 
R. Robinson, Nature 120, 44, 1927; W.N. Haworth, Journ. Soc. chem. 
Ind. 46, T, 295, 1927) Umlagerungen sterischer Art selbst bei Verbin- 
dungen von stabiler Konstitution nicht unwahrscheinlich sind. 

* ©. Neuberg und S. Sabetay, diese Zeitschr. 161, 240, 1925. 
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Versuch 1. 


11,6 ¢ Magnesiumsalz, 25 g Unterhefe (Schultherf-Patzenhofer), 250 g Wasser, 
je 5ceem Chloroform und Toluol. 





Zeit Freies P, O; Freies P, O; 
in Stunden in g in °/9 des Gesamt-P, O 
0 Spur 
18 0,69 16 


Ausbeute an Ba-Hexose-monophosphat 0,6 g 17°,, der Theorie. 
0.3922 g Ba-Salz! (— 0.2580 g Saure) wurden in 1,99ccem n HC! 


gelést und auf 10.0ccm aufgefillt. [a], - 7,0" (a 0,36°, 
Cc 358, 1 = 3). 


3.0cem dieser Lésung. (= 0.1177 g Substanz) _ lieferten 
0.7020 g BaSO,. 
5,0cem (= 0.1961 g Substanz) ergaben nach der Veraschung 
0.0530 ¢ Mg, P,O,. 
(,H,,0,P Ba (395.5). Ber.: 34.7% Ba, 7.8%, P; 
gef.: 35.1% Ba, 7,5%P 


Versuch 2. 
14,8 ¢ K-Salz, 30g Unterhefe, 250cem Wasser, je 5cem Chloroform 
und Toluol. 





Zeit Freies P, O; Freies P, O; 
in Stunden in g in °/9 des Gesamt-P, O 
0 0 0 
14 0,68 16 
24 0,89 21 


Nach 14 (Nr. 1) und nach 24 Stunden (Nr. 2) gelangten je 125 cem 
zur Aufarbeitung. Ausbeuten aus Nr.1: 0,2 g, aus Nr.2: 03g Ba-Salz. 
0.3105 g (= 0.2042 ¢g Saure) wurden in 1,60ccm n HC! gelést 


und auf 10,0 cem aufgefillt. [a], = + 5,1° (a + 021°, ¢c = 2,042. 
} = 9). 


Aus 3,0 cem dieser Lésung = 0.0931 g Substanz wurden 0.0542 g 
BaS0O, erhalten. 
C,H,,0,P Ba. Gef.: 34.3%, Ba; ber.: 34,7°%, Ba. 
Reduktionsprobe. 0,0391 g Ba-Salz verbrauchten bei der Bestimmung 


nach Auerbach-Bodliénder 0,62 ccm n/10-J, entsprechend 31°, des 
Reduktionsvermégens der aquivalenten Menge Aldohexose. 


’ Hier wie iiberall im Hochvakuum iiber P,O, entwassert. 
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Versuch 3. 


11,6 ¢ Mg-Salz, 25g¢ Oberhefe (Sinner), 250 com Wasser, 
je 5cem Chloroform und Toluol. 





Zeit Freies P, O; Freies P.O; 
in Stunden in g in °/9 des Gesamt»P, O; 
0 0 0 
18 1.28 30 


Ausbeute: 06g Ba-Salz = 9°, der Theorie. 
0.4227 ¢ (= 0,2780¢ Saure) in 2,08cem n HCl, auf 10,0cem auf- 
gefiillt. [a])p = + 6,7° (a= + 0,379, c = 2,78. 1 = 2). 


3,0cem dieser Lésung (= 0,1268 g Substanz) lieferten 0,0734 g 
BaSO,. entsprechend 34,1 °%, Ba. 


Versuch 4. 


15,4 g Mg-Salz, 40g Oberhefe, 250 ccm Wasser, 
je 5cem Chloroform und Toluol. 





Zeit Freies P2 O; Freies P, O, 


in Stunden in g in °/9 des Gesamt-P, O, 
0 0 0 
15 1,43 26 
24 1,65 29 


Wie man sieht, schreitet unter den von uns befolgten Arbeits- 
bedingungen, d. h. bei Anwendung von viel Toluol plus Chloroform, 
die partielle De-phosphorylierung nur langsam fort. Es ist méglich, 
daB bei Variierung der Versuche bessere Ausbeuten erzielt werden; 
diese sind in Wirklichkeit bei der Unvollkommenheit der Trennungs- 
methode von Mono- und Di-phosphat héher zu veranschlagen. In 
Versuch 4 erhielten wir 1,29 Bariwm-hexose-monophosphat = 14°, der 


Theorie. 
0.2900 g (= 0,1908 g Saure) in 1,49ccm n HCl, auf 10,0 ccm auf- 
gefiillt. [a]p = + 9,4° (a= + 0,36, c = 1,908, 1 = 2). 


3,0cem dieser Lésung (= 0,0870g Substanz) lieferten 0,0505 g 
BaS0O,, entsprechend 34,2°, Ba. 
0.9 g wurden in Wasser gelést, mit Hg-Acetat gefallt und nach 


dem Filtrieren iiber das basische Pb-Salz in das Ba-Salz zuriick- 
verwandelt. 


Wiedergewonnen: 0,6 g. 
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0,3214 g Ba-Salz (== 0.2113 g Saure) mit 1,63 cem n HCl und H,O 
zu 10,0 cem gelést. [a], - 10,6° (a = 0,45°, 1 = 2, e = 2,113). 
3,0 cem (= 0,0964 g Substanz) lieferten 0,0570 g BaSO,. 
6,.0cem (= 0,1928g¢g Substanz) lieferten nach der Veraschung 
0,0532 g Mg, P,0,. 
0.2145 ¢ lieferten bei der Elementaranalyse (mit Bichromat) 
0,1396 g CO, und 0,0598 g H,0. 
(,H,,0,PBa. Ber.: 18,21% C, 2,80°%, H, 34,74% Ba, 7,85%, P; 
gef.: 17,86%,C, 3.12% H, 34,80°%, Ba, 7,69% P. 
Also auch die Kohlenstoff-Wasserstoff-Analyse tut gleich den 
Bestimmungen der Mineralbestandteile — einwandfrei das Vorliegen 
des Hexose-mono-phosphorsiure-esters dar. 


Abbau von Zymo-di-phosphat mittels tierischer Phosphatase 
zu Hexose-mono-phosphorsaure-ester. 


Von 


C. Neuberg und J. Leibowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


LaBt man einen verdiinnten Auszug frischer Pferdenieren auf 
eine Zymo-di-phosphat-lésung bei 37° einwirken und unterbricht die 
Spaltung, nachdem etwa die Halfte der veresterten Phosphorsiure in 
Freiheit gesetzt ist, so enthalt die Reaktionsfliissigkeit neben unver- 
andertem Ausgangsmaterial und anorganischem Phosphat reichliche 
Mengen eines partiell de-phosphorylierten Produkts. Wir isolierten es 
auf die bequeme Art, die bei Beschreibung unserer Versuche mit Taka- 
phosphatase! sowie mit Hefe* angegeben ist, und konnten es zu unserer 
Uberraschung als ziemlich reinen Robisonschen Hexose-mono-phosphor- 
sdure-ester identifizieren. 

Das rohe wasserlésliche Bariumsalz von angenihert richtiger 
Zusammensetzung, das wir in einer Ausbeute von 30°, der Theorie 


erhielten, zeigte — in der dquivalenten Menge Salzsiure gelist eine 
spezifische Drehung von [a], +. 21°. Nach der Reinigung, die durch 


Fillung mit Mercuri-acetat vorgenommen wurde, stieg die Drehung 
der nunmehr véllig N-freien Substanz auf — 23° an und sie unterschied 
sich somit nicht mehr wesentlich von den durch direkte Mono-phosphory- 
lierung freier Hexosen mittels Hefe dargestellten Praparaten. 

Durch Umsetzung des Ba-Salzes mit Strychninsulfat gewannen 
wir das kristallisierte Strychninsalz ([a], = — 23° in 50°,igem Alkohol) 
in einer Ausbeute von 40°, der Theorie, identisch mit dem von uns 
friiher* dargestellten Strychninsalz des Robison-esters ({a]p 22°) 
und deutlich verschieden von dem von C. Newberg und O. Dalmer 
beschriebenen Strychninsalz der isomeren Hexose-mono-phosphorsaure 
([a]p - 30°). von der unsere Verbindung auch mit ihrem anderen 
hier erstmalig ermittelten Kristallwassergehalt abwich. 

SchlieBlich wurde och das Strychninsalz in das Ba-Salz zuriick- 
verwandelt; die aus dem regenerierten Ba-Salz in Freiheit gesetzte 
Saure wies [a], 1 27° auf. 


1 C. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927. 
2 Dieselben, ebendaselbst 191, 450, 1927. 
* Dieselben, ebendaselbst 184, 489, 1927. 
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Ein Toluolwasser-auszug aus Pferdeleber zeigte nur eine geringe 
phosphatatische Aktivitaét; nach dreitagiger Einwirkung waren erst 
15%, des Gesamt-P abgespalten, so daB wir den Versuch abbrachen. 

Der Nachweis des Robison-esters als Hydrolysenprodukt des 
Zymo-di-phosphats ist theoretisch bemerkenswert. Bei der Einwirkung 
von Hefe auf Phosphorsiiure-ester stellt der Phosphatase-effekt ein 
Glied in der Kette von Reaktionen dar, die zum Teil miteinander 
gekoppelt sind und die auch beim Zusammenbringen der Hefe mit 
Chloroform oder Toluol nur unvollstandig gehemmt werden. Die 
Produkte der partiellen De-phosphorylierung mit Hefe erwiesen sich 
bei unseren Versuchen als Gemische der beiden isomeren Hexosen-mono- 
phosphate von wechselnder Drehung. Weniger wahrscheinlich, wenn 
auch noch nicht véllig auszuschlieBen ist es, daB bei der Einwirkung 
des Nierenextrakts andere fermentative Vorgange auBer der einfachen 
Spaltung den Kohlehydrat-di-phosphorsiure-ester betreffen. Trotzdem 
entsteht aus dem ausgesprochenen ketosidischen Zucker ein solcher 
von anscheinend aldosidischer Natur. Diese selbsttatige Umlagerung 
stiitzt die schon schon vor langem! ausgesprochene Vermutung, dab 
den Zymophosphaten nicht normale Glucose oder Fructose zugrunde liegt, 
sondern labile Zuckerformen, deren Struktur nur durch die Veresterung 
aufrechterhalten wird. In diesem Zusammenhange sei der von Morgan® 
dargestellten Methyl-glykoside (a- und f-Form) der Hexose-di-phos- 
phorsiure gedacht. Nach ihrem Verhalten bei der Saurehydrolyse und 
gegen Fermente kénnte man an einen Zusammenhang mit dem _ be- 
kannten y-Fructosid (aus Rohrzucker, Inulin usw.) glauben; allerdings 
kann die gewahlte Methodik auch von stabilen Hexosen aus zu den 
sogenannten y-Glykosiden fiihren. 

Wir haben (Il. ¢.) bereits hervorgehoben, daB man mit dem Auf- 
treten des Neubergschen und Robisonschen Mono-phosphorsaure-esters 
im Tierkérper zu rechnen haben wird, nachdem wir die enzymatische 
wie rein chemische Abspaltung einer Phosphorsiure-gruppe aus dem 
Di-phosphat nachgewiesen hatten. Auch Robison® hat, ohne ein Pro- 
dukt der partiellen De-phosphorylierung zu isolieren, auf Grund der 
Reaktionskinetik der Knochenphosphatase an die Méglichkeit eines 
solchen Vorgangs gedacht. Die hier von uns beschriebenen Versuche 
mit animalischer Phosphatase erbringen den Beweis fiir den Vo!lzug der 
enzymatischen Uberfiihrung von Di-phosphat in den Mono-phosphor- 


saure-ester. 


' C. Neuberg, Die Gérungsvorginge. Monogr. Jena, 1913, 8. 13. 

2 W.T.J. Morgan, Biochem. Journ. 21, 675, 1927; vel. auch 
H.H. Schlubach und W. Rauchenberger, B. 60, 1178, 1927. 

®’ R. Robison, Biochem. Journ. 17, 286, 1923. 
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Beschreibung der Versuche. 

Frische Pferdeniere wurde enthautet, mechanisch so weit wie 
méglich von Fett befreit und in der Fleischhackmaschine zerkleinert. 
300 g des erhaltenen Breies wurden mit | Liter Toluolwasser zunichst 
einige Stunden bei Zimmertemperatur, darauf tiber Nacht im Eisschrank 
mazeriert. 

250 cem des durch Zentrifugieren geklarten Saftes wurden mit 
einer Lésung von 15,4 g reinem, hexose-di-phosphorsaurem Magnesium 
in 50cem Wasser und 5cem Toluol versetzt (Ansatz 1). 

Als Kontrollversuche stellten wir an: 25 ccm Wasser, 5 ccm der 
Magnesium-di-phosphat-lésung, 0,5ccem Toluol (Ansatz 2); ferner 
25cem Nierensaft, 5cem Wasser, 0,5 ecm Toluol (Ansatz 3). 

Die Bestimmung der freien bzw. abgespaltenen Phosphorsiure 
erfolgte kolorimetrisch in Proben, die wir aus den umgeschiittelten 
Fliissigkeiten entnahmen und in Trichloressigsiure einlaufen lieBen. 
Zu Beginn des Versuchs enthielt Ansatz 1 pro Kubikzentimeter 8,2 mg 
Ester-P (festgestellt nach Veraschung), die gleich Gesamt-P zu setzen 
ist, da nur eine zu vernachlissigende Spur freien Phosphats nachzu- 
weisen war. Nach 44stiindigem Stehen bei 37° war in Ansatz 1 pro 
Kubikzentimeter 3,6 mg freier P zugegen, die Kontrollansitze ent- 
hielten zusammen 0,1 mg freien P pro Kubikzentimeter, also waren 
35mg = 43% des Gesamt-P abgespalten. 

Die Aufarbeitung des Versuchs und Isolierung des gebildeten 
Mono-phosphorsaure-esters erfolgte wie tiblich. Vor der ersten Neutrali- 
sation der sauren Lésung mit Baryt wurde mit Ather ausgeschiittelt, 
um eventuell aus dem tierischen Material in die Lésung tibergegangene 
Fettsauren zu entfernen. 

Die Ausbeute an weilem, leicht léslichem Bariumsalz des Mono- 
phosphats belief sich auf 4,3 g — 30°, der Theorie; die Lassaignesche 
Probe war schwach positiv. 

0,4095 g Ba-Salz, getrocknet bei.66°/0 mm, (= 0,2694 g Saure) 
wurden mit 2,08cem n HCl zu 10,0 ccm gelést. 

{a]p = + 21,3° (a2 = + 1,159, 1 = 2, c = 2,694). 

3,0cem dieser Lésung (= 0,1228g Substanz) lieferten 0,0711 ¢ 
BaSO, = 34,1% Ba. C,H,,0,.PBa. Ber.: 34,7°%,. 

Reduktionsvermégen nach Auerbach-Bodlainder: 0,0752 g Ba-Salz 
(enthaltend 34,2 mg Hexose) verbrauchten 1,90cem n/10J 50%, 
des Reduktionsvermégens einer Aldohexose. 

3,7 g des rohen Ba-Salzes wurden zwecks Reinigung in 40 ccm 
10°,igen Alkohols gelést. Wir versetzten die klare Flissigkeit tropfen- 
weise mit einer konzentrierten Quecksilberacetat-lésung, solange sich 
noch ein Niederschlag bildete; es wurden nur wenige Tropfen ver- 
braucht. Nach lingerem Stehen wurde filtriert und aus der Lésung 
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das Bariumsalz auf dem Umwege iiber das basische Bleisalz wieder- 
gewonnen; Ausbeute 2,8 g. 

0.4713 ¢ Ba-Salz (= 0.3101 g Saure) mit 2,39 cem n HCI zu 10,0 cem 
gelést. 

[alp L. 23,1° (a + 143°, = 2, ¢ = 3,101). 

3,0 ccm der Loésung (= 0,1414 g) lieferten 0,0830¢ BaSO, 

34,5°, Ba; 5,0cem (= 0.2356 g) lieferten nach der Veraschung 
0,0659 g Mg,P,O, 7.8% P. (Berechnet werden: Ba 34,75 %, 
P = 7,85 %.) 

Reduktionsvermégen: 0,0947g¢ Ba-Salz verbrauchten 2,52 ccm 
n/10 J = 53°, Rajdose- 


Strychninsalz der Hexose-mono-phosphorsdure. 


2¢ Bariumsalz in 25 ccm Wasser wurden mit einer heiben Lésung 
von 4,2 g Strychninsulfat in 100 cem 40 %igem Alkohol versetzt. Nach 
dem Erkalten filtrierten wir vom Bariumsulfat ab und dunsteten die 
noch eine Spur Ba-Ionen enthaltende Lésung zur Trockne ein. Der 
halbkristallisierte Riickstand wurde in siedendem wasserigen Alkohol 
gelést; aus der filtrierten Lésung schieden sich nach 24stiindigem 
Stehen im Eisschrank wohl-ausgebildete Kristalle aus, die abgesaugt, 
mit wiisserigem und absolutem Alkohol sowie mit Ather gewaschen und 
an der Luft bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurden; Ausbeute 1,8¢. 

0,3470 g Substanz verloren beim Trocknen iiber P,O; im Hoch- 
vakuum bei 78° 0,0354 g H,O. 

(Cy, Hyg N,Oy)o . CgH,30,P .6H,O. Ber.: H,O = 104%; gef.: 
H,O = 10,2%. 

0,3090 g der entwdsserten Substanz wurden in 5,0cem Alkohol 

5,0 com Wasser gelést. 

[a]p = — 23,5° (a = 145°, ¢ — 3,09, l= 2). 

7 cem (== 0,2163 g Substanz) lieferten bei der Phosphorbestimmung 
0.0243 g Mg,P,0, = 3,1% P. 

Cy, Hyg NO, . CgH,g0,P. Ber.: 3.3%, P. 

14g Strychninsalz wurden durch Zerlegen mit Barytwasser in das 
Bariumsalz zuriickverwandelt. ,Nach zweimaligem Umfallen ‘us 
wisseriger Lisung mittels Weingeist betrug die Ausbeute an reinem 
Bariumsalz 0,25 g. 

0,2087 g (getrocknet bei 78°/0 mm) mit 1,06 cem n HC! auf 10,0 cem 
aufgefiillt. 

[aly = + 26,5 (a = + 0,74°, ¢ = 1,373, = 2). 

5,0 com der Lésung (= 0,1043 g) lieferten 0,0620 ¢ BaSO, 

34.9%, Ba. 


(,H,,0,.PO,Ba. Ber.: Ba 34,75. 








Arsenat-aktivierung und die Spezifitait von Phosphatase. 


Von 


(. Neuberg und J. Leibowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Vor mehr als 20 Jahren fanden Harden und Young', daB ein Zusatz 
von Arsenat die Spaltung des Zuckers durch Hefe stark stimuliert. 
Sie nahmen an, daB von allen an der Reaktionsfolge der Giarung be- 
teiligten enzymatischen Prozessen speziell die totale Hydrolyse des 
intermediar gebildeten Hexose -di-phosphorsdure-esters durch das 
Arsenat aktiviert wird, und stiitzten diese Meinung durch mehrere 
indirekte Beweise?. Dieser Ansicht tiber das Wesen der Arsenat- 
aktivierung schloB sich auch Meyerhof* an. Newberg und Kobel* haben 
gezeigt, daB Arsenat auf den entgegengesetzten Vorgang, die zymo- 
chemische Zucker-phosphorylierung, erheblich hemmend wirkt. Ein 
definitiver Beweis dafiir, daB Arsenat ein Aktivator der Phosphatase 
ist, scheint jedoch bisher nicht erbracht worden zu sein. 


Wir untersuchten daher den EinfluB von Arsenat auf die Spaltung 
des Zymo-di-phosphats durch Hefe in Gegenwart von Chloroform und 
Toluol unter Bedingungen, die — wie wir uns durch Kontrollversuche 
liberzeugten eine Girung ausschlossen. In Ubereinstimmung mit 
der von den oben genannten Autoren geéuBerten Ansiclit ergab sich 
eine gewaltige Beschleunigung der Phosphorsdure-abspaltung; im 
Héchstfalle war die Aktivitat der Phosphatase auf das Fiinffache 
gesteigert. 

Eine wesentlich geringere, aber immer noch deutliche Aktivierung 
durch Arsenat erfuhr auch die Taka-phosphatase in ihrer Einwirkung 
auf Hexose-di-phosphat. WDagegen verhielt sich die sehr energische 


1 4A. Harden und W.J. Young, Proc. Chem. Soc. 22, 283, 1906. 
2 Dieselben, Proc. Roy. Soc. (B) 88, 451, 1911. 

* O. Meyerhoj/, H. 102, 208, 1918. 

* ©. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 174, 493, 1926. 
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Nieren-phosphatase in ihrem natiirlichen Zustand gegen geringe Arsenat- 
zusitze vollig indifferent, waihrend héhere Konzentrationen, welche 
die Hefe stark aktivieren, hier leicht hemmend wirken!. 

Diese Befunde sprechen fiir die Ansicht, daB es mindestens zwei 
spezifisch verschiedene Phosphatasen gibt. An Wahrscheinlichkeit 
gewinnt diese Vermutung, wenn man mit dem Effekt des Arsenats auf 
die Phosphorsaure-abspaltung die chemische Natur der Produkte in Be- 
ziehung bringt, die bei dem von uns durchgefiihrten partiellen Abbau 
des Zymo-di-phosphats mittels verschiedener Phosphatasen entstehen. 
Hierbei lieferte die durch Arsenat aktivierbare Taka-phosphatase 


ganz tiberwiegend den Neuberg-ester ([a]p - 2 bis 4°)2, die Nieren- 
phosphatase den praktisch reinen Robison-ester ([a]p + 279) 3. 


Ein starkes Argument fiir den Zusammenhang zwischen Arsenat- 
aktivierung und Mechanismus der De-phosphorylierung liegt im Ver- 
halten der Hefe. Ohne Arsenat-zusatz erhielten wir dabei‘ als Produkte 
der partiellen Di-phosphat-hydrolyse stets Gemische der beiden in 
Frage kommenden Mono-phosphate. Da eine gegenseitige Umwandlung 
der hoch- und niedrigdrehenden Isomeren ineinander bisher nicht 
beobachtet worden ist, lag es nahe, an ein Nebeneinanderwirken beider 
Ab- bzw. Umbau-mechanismen zu denken. Wir haben deshalb Ver- 
suche an Zymo-di-phosphat mit arsenat-aktivierter Hefe unternommen, 
um zu priifen, ob jetzt nur eine Reaktionsrichtung begiinstigt werden 
wiirde. In Ubereinstimmung mit unseren Vorstellungen erwies sich 
das hierbei isolierte Abbau-zwischen-produkt nach Drehung und 
Reduktionsvermégen als angenihert reiner Neuberg-ester®. 


Man gelangt somit zu dem interessanten Ergebnis, dai} manche 
Organismen zwei spezifisch verschiedene Phosphatasen nebeneinander 
ausgebildet haben. Das diirfte, auBer bei Hefe, auch beim Tierkérper 
der Fall sein. Die Nieren-phosphatase wirkt jedenfalls im_natiir- 
lichen Milieu vom Muskelferment verschieden; letzteres ist stark am 
glykolytischen ProzeB beteiligt, dessen erste Phasen mit den zymatischen 
Hefenwirkungen weitgehend iibereinstimmen. Diese Tatsache ist 
analog dem Vorkommen am selben Orte von zwei spezifisch unter- 
scheidbaren Fermenten, die das gleiche Substrat angreifen, so von 


' Auch gegeniiber Glycerophosphat als Substrat erfahrt Nieren-phospha- 
tase nach einer soeben erschienenen Mitteilung von H. Erdiman (H. 172, 
182, 1927) eher Hemmung. 

2 C. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927. 

% Dieselben, ebendaselbst 191, 456, 1927. 

* Dieselben, ebendaselbst 191, 450, 1927. 

5 Die Erwartung, auf diesem Wege aus dem Di-phosphat den Mono- 
phosphorséure-ester in erhéhter Ausbeute zu erhalten, hat sich vorlaéufig 
nicht erfiillt. 
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zwei Maltasen in einigen Gerstenmalzsorten!, ebenso im Hundedarm 
und -pankreas*, von zwei spezifisch verschiedenen Amylasen im Mund- 
und Bauchspeichel? und von zwei verschiedenen, die Gentiobiose- 
bindung lésenden Fermenten in gewissen Hefen‘. 


Beschreibung der Versuche. 


Wenn man als einfache Methodik die Kolorimetrie verwenden will, 
so empfiehlt sich die Benutzung des Magnesiumsalzes des Hexose- 
di-phosphorséure-esters als Substrat nicht, da infolge der Bildung des 
schwerléslichen Magnesiumphosphats® bei der Hydrolyse die Phosphor- 
sdure-bestimmungen nur angendiherte Werte liefern kénnen. Samtliche 
hier keschriebenen Versuche wurden daher mit dem Natriumsalz aus - 
gefiihrt, zu dessen Darstellung folgender Weg sich als geeignet erwies. 

Man geht vom Ba-Salz aus, das durch Lésen in sehr verdiinnter Salz- 
siure, genaues Neutralisieren der Lésung mit Natronlauge, Ausfallung 
durch Erhitzen, Absaugen und Auswaschen mit heiBem Wasser gereinigt 
wird. Das Ba-Salz schlieBt sehr viel Wasser ein, das an der Luft und 
selbst im Vakuumexsikkator iiber H, SO, hartnackig festgehalten wird. In 
diesem Zustande laBt sich das Bariumsalz nur schwer pulverisieren. Es ist 
daher zweckmaéBig, das Praéparat auf der Nutsche durch mehrfaches 
Hindurchsaugen von 90°,igem, sodann von absolutem Alkohol weitgehend 
zu entwassern und erst dann auf Tonplatten zu trocknen. Die so ge- 
wonnenen Priparate enthalten immer noch bis zu 20°, Wasser, haben aber 
die Konsistenz eines trockenen, staubfein zerreibbaren Pulvers. 

Wir kontrollierten die Reinheit des von uns verwendeten Hexose- 
di-phosphats durch die Drehungsbestimmung an einer bei 78° im Hoeh- 
vakuum iiber P,O, getrockneten Probe: 

0,7960 g Ba-Salz (entsprechend 0,4433 g Saéure) mit 5,22 ccm n HC! 
zu 10,0 cem gelést. 

{alp + 4,3°. (a + 0,38°, 1 2, ¢c 4,433.) 

Zur Weiterverarbeitung bestimmt man den Ba-Gehalt (das luft- 
trockene Praparat enthielt 35,1 °, Ba) und trigt das fein zerriebene Material 
in die berechnete Menge n H,SO, unter Umriihren ein. Man kann schon 
nach einigen Minuten filtrieren und erhalt eine von Ba”- und SO{-Ionen 
freie Lésung, die mit Natronlauge genau gegen Phenolphthalein neutralisiert 
wird. ’ ; 

Dieses Verfahren war der direkten Umsetzung des Ba-Salzes mit der 
berechneten Menge gelésten Na,SO, vorzuziehen, da im letzteren Falle 
die Reaktion erst nach andauerndem Schiitteln auf der Maschine quantitativ 
verlief 

In der erhaltenen Na-Salz-lésung bestimmt man einen eventuell vor- 
handenen sehr geringen Gehalt an freiem Phosphat durch direkte Kolori- 
metrie, den Gesamt-P-Gehalt in einer veraschten Probe gravimetrisch 


' H. Pringsheim und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 161, 456, 1925; 
J. Leibowitz, H. 149, 184, 1925. 

2 H. Bierry, C. r. 149, 314, 1912. 

° H. Pringsheim und J. Leibowitz, B. 59, 991, 1926. 

' H. Pringsheim, J. Bondi und J. Leibowitz, B. 59, 1983, 1926. 

5 Vel. C. Neuberq und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 486, 1927 
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ind die Konzentration der Hexose-di-phosphorséure aus der Differenz det 
beiden Werte. 

Die Messung der Phosphorséure-abspaltung bei den Versuchen erfolgte 
kolorimetrisch. Je 1 cem Versuchslésung versetzten wir mit 5 cem 10 °,iger 
lrichloressigséiure und verdiinnten das eiweiBfreie Filtrat mit so viel Wasser. 
daB die P-Konzentration der GréBenordnung nach unserer Standardlésung 
0,083 mg P pro Kubikzentimeter) entsprach. Mit jeder Versuchsreihe 
wurde ein Kontrollansatz verbunden. in dem das Fermentmaterial mit 
Chloroform und Toluol und der entsprechenden Menge Wasser aut 
geschlemmt war. Die P-Werte aus diesen Kontrollversuchen sind in den 
folgenden Tabellen von den Werten der Hauptversuche in Abzug gebracht. 
Durch weitere Kontrollversuche iiberzeugten wir uns, daB die selbsttatige 
P-Abspaltung aus dem Ester unter den von uns gewahlten Reaktions- 
bedingungen vernachlassigt werden darf. 

SchlieBlich war noch der Anteil des zugesetzten Arsenats an de! 
Gesamtfairbung bei der Kolorimetrie zu beriicksichtigen. Dieses geschah 
durch Kolorimetrieren der Stamm-Arsenatlésung (2,0¢ Mono-kalium-arsenat 
in 100 ccm m/10) gegen den Phosphat standard. Arsenat wird durch 
das Molybdat-Eikonogen-reagens von Lohmann und Jendrassik in a&hnlicher 
Weise blau gefairbt wie Phosphat; lediglich bei hohen Konzentrationen 
nimmt die Farbung einen eben wahrnehmbaren Stich ins Griine an, der 
jedoch den Vergleich nicht stért. Bemerkenswert ist, daB die durch aéqui- 
molekulare Lésungen von Arsenat und Phosphat hervorgerufenen Farbungen 
von sehr verschiedener Intensitét sind: m/100 Kaliumarsenatlésung ent 
sprach in dieser Hinsicht etwa einer m/500 KH,PO,-Lésung. Die 
As-Werte sind in den Tabellen gleichfalls von den Versuchswerten ab 
yezogen. 


Aktivierung der Hefe-phosphatase durch Arsenat. 


Ansdtze. Je 50cem einer rund 3,3°,igen Na-hexose-di-phosphat 
lésung, 5 g frische untergarige Hefe (Schultheiss-Patzenhofer), 3 com Chloro 
form, 3cem Toluol; dazu 


in I: 25cem Wasser, 


o ma l m 10 Arsenat 24cem Wasser, 
| — oe 7 + 20 ,, " 
» av: 25 m 10 “ 


Die vier Ansaétze enthielten zu Versuchsbeginn je 3,24 mg Ester-P 
pro Kubikzentimeter. 





Abgespaltener P 


Zeit 
in Std. im mg pro com in °/) des Gesamt-P 
I ll itl IV I Il Ill IV 
1 0,107 0,136 0.204 0,269 34 44 6.5 86 
21/5 0,241 0,302 0,678 1,182 he 9,7 21.7 37,9 
16 0,652 0699 1.041 1,755 20.9 22.4 33.4 56.2 


Zur Kontrolle der Girhemmung wurden 75 ccm 1 °jiger Zuckerlésung 
mit 5g Hefe und je 3ccm Chloroform und Toluol versetzt; in einem mit 
der umgeschiittelten Suspension gefiillten und bei 37° belassenen Eudio 
meter erfolgte keine CO,-Entwicklung. 
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Zur Sicherstellung des Ergebnisses wurden auch einige gravimetrische 
Bestimmungen nach dem Vorgehen von Neuberg und Kobel! ausgefiihrt 
unter Verwendung einer anderen Probe der selben Hefenrasse. 

Ansdtze. Ia wie I, Illa wie LIT. 

Die P-Bestimmungen wurden in je 10,0 cem Versuchslésung vor- 
genommen. 





A\bgespaltener P 


Zeit . 
in Std. in g Mg» P.O; in °/) des Gesamt-P 
la Ila la Illa 
2 0.0139 0.0401 12.0 34.5 
6 0.0295 0.0793 25.4 68,2 
Aktivierung der Taka-phosphatase durch Arsenat. 
Ansdtze. Je 20ccem Na-hexose-di-phosphat-lésung, 10 cem 2° ige 


Takadiastase-lésung, 2cem Toluol; dazu 
in [: 10cem Wasser, 
o_o a 5cem m/10 Arsenat, 
» III: 10 ,, m/10 Arsenat. 


Ester-P pro Kubikzentimeter 2,92 mg. 





Abgespaltener P 


Zeit 
in Std. in mg pro ccm in "9 des Gesamt-P 
I I i I I il 
8 0,322 0,396 0,431 11,0 13,6 14.8 
24 0,495 0,530 0,564 17,0 18,2 19,3 
Nieren-phosphatase und Arsenatwirkuneg. 
Ansdize. Je 20cem Na-hexose-di-phosphat-lésung 20 cem Nieren- 


saft? + 2cem Toluol; dazu 
in I: 20cem Wasser, 
—s = 10 cem m_ 10 Arsenat, 
» 2: BD. m/10 Arsenat. 


Ester-P pro Kubikzentimeter 2,01 mg. 





Abgespaltener P 


Zeit : pemeesanee — ae 
att LULU ; __in *io de Gomme? 
I ll il I II Ill 
4 0,390 0,386 0,372 19,4 19,2 18,5 
18 0,723 0,725 0,698 36,0 36,1 34,7 
1 a. a. O. 


2 Vgl. C. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 191, 458, 1927. 
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Abbau des Zymo-di-phosphats zum Mono-phosphat 
mit arseniat-aktivierter Hefe. 


160 ccm Na-hexose-di-phosphatlésung, 40 ccm m/10 Arsenatlésung, 
30g Unterhefe (Schultheiss-Patzenhofer), je 5cem Chloroform und Toluol, 
bei 37°. Die Lésung enthalt pre Kubikzentimeter 5,04 mg Ester-P. 

Abgespalten nach 2 Stunden 0,744 mg P pro Kubikzentimeter = 15%, 
nach 7 Stunden 2,712 mg P 54°. In einem Kontrollansatz ohne Arsenat 
betrug die Entesterung um diese Zeit erst 22%. 

Die Aufarbeitung in der von uns geiibten Weise lieferte 0,7 g rohes 
Ba-hexose-mono-phosphat, nach der Reinigung mit Quecksilberacetat 0,5 g 
reines Praparat. 

0,3833 g Ba-Salz (getrocknet bei 78° im Hochvakuum), entsprechend 
0,2521 g Saéure, mit 1,95 cem n HCl zu 10,0 cem gelést. 

falp = + 2,2° (a = + 0,11°, 1 = 2, ¢ = 2,521). 

3,0 cem dieser Lésung (enthaltend 0,1150 g Substanz) lieferten 0,0684 g 
BaS0O,. 

Ba ber.: 34,7°%; gef.: 35,0%. 

3,0cem der Lésung (enthaltend 52,4mg Hexose), mit 0,58 ccm 
n NaO Hneutralisiert, verbrauchten bei der Reduktionsprobe nach Auerbach- 
Bodlander 1,20 cem n/10 J; also entspricht das Reduktionsvermégen 21% 
der aquivalenten Aldohexosemenge. 

Fiir den Neuberg ester werden als Drehung angegeben |a|p = + 1,5 
bzw. + 2,5°, als Reduktionsvermégen 18%. 

Die Wiederholung des Versuchs mit der gleichen Hefe zu anderer 
Zeit fiihrte zu demselben Ergebnis. 
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Die Struktur der Hexose-phosphorsiure-ester und des 
Methylglyoxals nach ihrem spektrographischen Verhalten. 
Von 
Carl Neuberg und Svend Aage Schou'. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem und 
dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitat Ziirich.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Nach vorliegenden Befunden, besonders auch nach den jiingst? mit- 
geteilten Erfahrungen miissen sowohl die Hexose-phosphorséure-ester 
als das Methylglyoxal mit wechselnden Strukturen in chemische sowie 
biochemische Prozesse eintreten kénnen. 

Zur Erlangung neuer Anhaltspunkte haben wir uns zur Vor- 
nahme der im folgenden beschriebenen Experimente tiber das spekto- 
graphische Verhalten dieser Substanzen vereinigt. 


Aligemeine Methodik. 
Zur Feststellung der Extinktionskoeffizienten wurde die von 
V. Henri® angegebene spektro-photographische Methode verwendet. 
Nach dieser Methode werden eine Reihe von Spektren abwechselnd 
durch das reine Lésungsmittel und durch dieselbe Schichtdicke von 
der Lésung aufgenommen. Die Schichtdicken werden variiert, und 
die genau gemessenen Expositionszeiten so gewahlt, dab die Spektren, 
die durch die Lésung photographiert werden, immer eine lingere Zeit 
(2. B. 60 Sekunden) belichtet werden, als die durch das Lésungsmittel 
(z. B. 10 Sekunden). Auf den Platten werden die Punkte aufgesucht, 
an denen man in den zusammengehdorigen Lésungsmitteln und Lésungs- 
spektren dieselbe Schwarzung hat; dann werden die Wellenlangen fest- 
gestellt. Fiir diese Punkte haben wir zur Berechnung des molaren 
Extinktionskoeffizienten € den Ausdruck: 
0,9 t 
" ca 8 t, 
in dem ¢ die molare Konzentration, d die Schichtdicke in Zentimetern. 
t die Belichtungszeit fiir die Lésung und {, die Belichtungszeit fiir das 
Lésungsmittel darstellt. 


é 


1 Fellow of the International Education Board. 

2 C. Neuberg und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927; 191, 
450 und 456, 1927. 

' V. Henri, Physikal. Zeitschr. 14, 515, 1913. 
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Die Aufnahmen sind auf Hauff-Ultra-Rapid-Platten gemacht, die 
fiir das auBerste Ultraviolett (nach V. Henri) mittels Transformatorél 
sensibilisiert wurden. 

In den nachstehenden Abb. 1 bis 3 ist der Logarithmus ¢ als 
Ordinate, die Wellenlingen 4 in Angstrém-Einheiten oder in Wellen. 
zahlen, 1/A in cm! ausgedriickt, als Abszisse eingetragen. 


Die Ester. 

1. Hexose-di-phosphorsdure kam als Magnesiumsalz zur Anwendung, 
das nach Neuberg und Sabetay' aus selbst bereitetem hexose-di-phosphor- 
saurem Calcium gewonnen war; die Verbindung war absolut rein, 
enthielt kein anorganisches Phosphat und léste sich klar in Wasser. 

2. Hexose-mono-phosphorsdure-ester aus Zymo-di-phosphat war 
nach Newberg? hergestellt und lag als Calciumsalz vor; dieses war in 
kaltem und heiBem Wasser leicht und klar léslich. 

3. Gdrungs-Hexose-mono-phosphorsdure-ester nach Robison war 
nach der Vorschrift von Newberg und Leibowitz*® als Bariumsalz erhalten; 
es léste sich véllig klar in kaltem und heiBem Wasser auf. 

Alle drei Ester-Salze waren rein, insbesondere auch N-frei. Die 
spezifischen Drehungen der betreffenden drei Sauren waren: 


1. alp = +3,44°, 2. [a]p = + 1,53° und 3. [a]p = + 26,88°. 
Die drei Zucker-phosphorsaure-ester sind in wisserigen Lésungen 
zur Untersuchung gekommen. Als Lésungsmittel diente sorgfaltig 


destilliertes Leitfaihigkeitswasser, und die Substanzen sind, nach 
orientierenden Aufnahmen an 0,10 mol. Lésungen, in 0,01 bis 0,005 mol. 
Lésungen untersucht worden. (Die Molaritat ist bei allen Substanzen 
so gerechnet, daB sie sich auf 1 Mol. Hexose bezieht.) 

Wie die Extinktionskurven Abb. | zeigen, besitzen alle drei Zucker- 
phosphorsaure-ester auBer einer ziemlich starken Allgemeinabsorption 
eine Absorptionsbande mit dem Maximum bei etwa 2630 A. 

Was die Alilgemeinabsorption bedeutet, ist zurzeit nicht zu sagen, 
es ist wahrscheinlich, daB sie bei allen drei Estern von derselben 
Natur ist, weil die Absorptionskurve mit derselben Neigung verlauft. 
Sehr bemerkenswert finden wir es aber, dab die Lage des Maximums 
der charakteristischen Absorptionsbande genau mit dem Absorptions- 
maximum des Acetons zusammenfillt. 

Es lage nahe, diese Absorptionsbande gleich derjenigen des Acetons 
als von der Carbonylgruppe verursacht anzusehen; wir méchten mit 
der Méglichkeit rechnen, daB die Ester im Gegensatz zu den freien 
Hexosen die Carbonylgruppe teilweise frei enthalten, sofern das 

1 ©. Neuberg und S. Sabetay, diese Zeitschr. 161, 249, 1925. 

2 C. Neuberg, ebendaselbst 88, 432, 1918. 


' ©, Neuberg und J. Leibowitz, ebendaselbst 184, 489, 1927. 
30* 
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Absorptionsbild nicht der Ausdruck einer speziellen Molekilstruktur 
ist, die durch die Phosphor:éuregruppen im Verein mit einer beson- 
deren Sauerstoffbriicke bedingt ist. 

Wir miissen hier die Untersuchung P. Niederhoffs' tiber die Ab- 
sorption der Zucker erwahnen, aus welcher der Autor auf das Vorhanden- 
sein einer Carbonylgruppe in den wiasserigen Lésungen der freien 
Zucker schloB. Allerdings haben L. Kwiencinsky und L. March- 
sewski® die Meinung vertreten, daB bei diesen Versuchen die vor- 
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nehmlichste Bedingung fir spektrographische Untersuchungen — die 
Anwendung absolut reiner Substanzen — nicht erfiillt gewesen sei, 
eine Voraussetzung, die im Falle so schwach absorbierender Substanzen, 
wie der freien Zucker, durch Innehaltung ganz spezieller Vorsichts- 
maBregeln beriicksichtigt werden muB. 

Wollen wir unsere Versuche mit denen von Niederhoff vergleichen, 
so fallt sofort auf, daB die e-Werte fiir die Zucker-phosphorsaure-ester 
von einer GréBenordnung sind, die 10- bis 100 mal héher ist, als die 
von N. fiir die freien Zucker angegebene. 


1 P. Niederhoff, H. 165, 130; 167, 310, 1927. 
? L. Kwiecinsky und L. Marchlewski, ebendaselbst 169, 300, 1927. 
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Methyiglyoxal. 
Darstellung und Reiniqung der verwendeten Substancz. 

Das verwendete Methylglyoxal war nach der bewahrten und uns 
sehr gelaiufigen Vorschrift von H.O.L. Fischer und C. Taube’ dar- 
gestellt. Durch dreimalige Destillation war die Substanz gereinigt; 
sie wurde noch vor Eintritt einer Polymerisation, d.h. sofort nach 
Rektifikation, in reinem Wasser gelést. Sie war frei von Phosphor 

Das Methylglyoxal kam in wasseriger Lésung zur Untersuchung. 
In den Abb. 2 und 3 ist die gefundene Extinktionskurve wiedergegeben, 


— 
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A 3200 3000 2800 2600 2000 220 2000 A 
Abb. 2. 1: Methylglyoxal im Wasser. 2: Propionaldehyd im Wasser (Schou, C. r. 182, 965, 1926). 


bei der Abb. 2 sind die Wellenlangen in Angstrém-Einheiten, in der 
Abb. 3 in Wellenzahlen in cm! als Abszisse eingetragen. 

Wie aus Abb. 2 hervorgeht, nimmt die Absorption von 3200A an rasch 
zu, um bei 2780A ihr Maximum zu erreichen mit einem Extinktionskoeffi- 
zienten e = 13,2. Mit kiirzeren Wellen nimmt die Absorption wieder ab, 
durchlauft ein Minimum bei 2415A (e = 2,7) und steigt dann in dem 
auBersten Ultraviolett wieder an, ohne jedoch in dem Gebiet, das uns 
mit unserer Methodik zuginglich gewesen ist, ein Maximum 2u finden 


- ! H.O. L. Fischer und C. Taube, B. 59, 857, 1926. 
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Dieser Absorptionsverlauf entspricht ganz dem Verlauf der Ab- 
sorption bei aliphatischen Kérpern, die nur eine Carbonylgruppe ent- 
halten, was sehr deutlich aus einem Vergleich mit der Absorptions- 
kurve des Propionaldehyds (2, Abb. 2) hervorgeht. 

Das Vorhandensein einer Carbonylgruppe in einem sonst un- 
komplizierten aliphatischen Kérper erkennt man in dem Absorptions- 
spektrum durch eine breite Absorptionsbande mit einem Maximum, 
das fiir Aldehyde in wasseriger Lésung bei etwa 2800 A liegt und das 
fiir Ketone etwas gegen das Ultraviolett verschoben ist (Maximum 
etwa 2700 A). mit einem Werte des Extinktionskoeffizienten e zwischen 
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Abb. 3. 1 = Methylglyoxal im Wasser. 

2 = Glyoxal in Hexan (Liithy, Zeitschr. f. phys. in. 107, 285, 1923). 3 = Glyoxal im Wasser. 
10 und 20. Die Einfiihrung einer weiteren Carbonylgruppe in a-Stellung 
zu ersterer verschiebt die Absorptionsbande in das sichtbare Gebiet, 
sie ist in eine Reihe von ganz schmalen Banden zerlegt, wie sich aus der 
Absorptionskurve des Glyozals in Hexanlésung (2, Abb. 3) ergibt, die 
wir nach A. Liithy’ zum Vergleich aufgetragen haben. Nun weisen 
Glyoxal und Methylglyoxal ja weitgehende Ubereinstimmungen auf 
in ihrem Verhalten, wenn sie wasserfrei und monomer vorliegen. Sie 
stellen beide niedrig siedende gelbe Fliissigkeiten dar, die griingelbe, 
stechend riechende Dampfe aussenden. Wir vermuten, daB das wasser- 
freie Methylglyoxal (iiber dessen Absorption wir spaiter zu berichten 
hoffen) eine Absorptionskurve ahnlich derjenigen des Glyoxals geben wird. 


1 A. Liithy, Zeitschr. f. phys. Chem. 107, 285, 1923. 
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Nach J. Meisenheimers' Befunden enthalten frisch dargestellte 
Lésungen von Methylglyoxal eine trimere Form. Nach 24 Stunden 
ist aber die Substanz nur in monomerer Gestalt als ein farbloses 
Hydrat vorhanden. iiber dessen Struktur uns jetzt das Absorptions- 
spektrum eme Auskunft geben kann 

Wir kénnen die Absorptionskurve des Methylglyoxals in wasseriger 
Lésung so deuten, daB bei der Hydrat-bildung die eine Carbonylgruppe 
ganz hydratisiert worden ist, wodurch sie ihre absorbierende Kraft 
und bis zu einem gewissen Grade ihren EinfluB auf die Absorption 
der anderen Carbonylgruppe verloren hat, so da8 wir eine Substanz 
bekommen haben. die nur eine freie Carbonyigruppe erkennen laBt: 


CH, CH, 

. OH 
CO + 5.O > “~oH 
CHO CHO 


Diese Annahme stimmt. sowohl was die Lage des Maximums als 
die GréBe ¢ betrifft. véllig mit friiheren Untersuchungen iiberein. 

Ob es die Ketogruppe oder die Aldehydgruppe ist, die Hydrati- 
sierung erfahren hat, laBt sich nur mit Zuriickhaltung sagen. Es 
scheint uns denkbar, daB es die Ketogruppe ist, die verschwindet, 
weil die Lage des Maximums eine so weitgehende Ubereinstimmung 
mit derjenigen des Propionaldehyds aufweist. 

Man kénnte die Frage aufwerfen. ob es nicht zu erwarten ware, 
daB die gebildeten Hydroxylgruppen die Lage der Carbonylbande 
beeinflussen. Eine Untersuchung iiber die Absorption des Dioxyacetons 
(sie wird spater publiziert) hat uns aber gezeigt, daB das nicht der 
Fall ist: die Absorptionsbande des Dioryacetons pabt gut zu derjenigen 
des Acetons 

Endlich méchten wir erwahnen, da®B wir auch die Absorption des 
monomeren Glyozals im Wasser bestimmt haben. 

Das Glyoxal wurde nach C. Harries und P. Temme* in einem 
Apparat ganz aus Pyrexglas dargestellt und in demselben Apparat 
fraktioniert. Die Lésung in Leitfahigkeitswasser wurde in frisch 
bereitetem Zustande wie auch nach 48 Stunden photographiert 

Die Absorption hat sich in den beiden Fallen als identisch erwiesen. 
Die Absorptionskurve (3. Abb. 3) zeigt, daB Glyoxal in wiasseriger 
Lésung ganz hydratisiert ist. die Lésung gibt nur eine schwache 
Allgemeinabsorption im AuBersten Ultraviolett, wie z.B. auch det 
ganz hvdratisierte Formaldehyd 
J. Meisenheimer. Ber. 45, 2635, 1912: vel. auch H.O. L. Fischer 
Taube. \.« 

C. Harries und P. Temme, B. 40, 165, 1907. 
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Vermeintliche Abfangung 
von Methylglyoxal bei der alkoholischen Girung. 
Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. ) 


Unsere Vorstellungen tiber den Verlauf der desmolytischen Zucker- 
spaltungen gehen von einer Dismutationsreaktion aus, die am Hydrat 
des Methylglyoxals ansetzt'. Die Berechtigung fiir diese Anschauung 
erfuhr eine Starkung durch die Auffindung eines biologischen Prozesses, 
der sich nachweislich in zahlreichen Zellarten vollzieht. Er besteht 
in der Umlagerung des labilen Methylglyoxal-hydrats zur stabilen 
Milchséure unter dem Einflusse der Ketonaldehyd-mutase. Da die 
Bildung von Milchséure einer der verbreitetsten Grundvorginge des 
Stoffwechsels bei héheren und niederen Lebewesen ist, kann es nicht 
wundernehmen, daB die Existenz des erwaihnten Ferments, das Milch- 
siure aus Methylglyoxal erzeugt, sich in allen Fallen zu erkennen gab, 
in denen der alkoholischen Zuckerspaltung an die Seite zu steilende 
Umsetzungen statthaben. Nachdem die Umwandlung des Methyl- 
glyoxalhydrats durch verschiedenartige tierische Zellen® gegliickt war, 
gelang die Verwirklichung der Reaktion bei mannigfachen Mikro- 
organismen, z. B. fiir die Erreger der kompletten Milchsiure-garung* 
(Lactobazillus, Bazillus Delbriicki), der gemischten Milchsdéure-garung* 4 
(B. coli, B. lactis aerogenes), der iiber die Lactatstufe sich vollziehenden 
Propionséure-girung * und der Essig-girung§’. In den Zellen der Samen- 


' C. Neuberg, diese Zeitschr. 31, 170, 1911. 

2 Derselbe, ebendaselbst 49, 502, 1913; 51, 484, 1913; O. Warburg. 
K. Posener und E. Negelein, ebendaselbst 152, 317, 1924. 

3 C. Neuberg und G.Gorr, diese Zeitschr. 166, 482, 1925; C. Neuberg 
und E. Simon, ebendaselbst 186, 331, 1927. 

* C. Neuberg und G.Gorr, ebendaselbst 162, 490, 1925. 

* G.Gorr und G. Perlmann, ebendaselbst 174, 433, 1926. 
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pflanzen!, wie Bohnen, Erbsen, Lupinen, Roggen und des Tabaks?. 
sowie — nach einer in Druck befindlichen Mitteilung — auch in griinen 
Blattern von Phanerogamen, wie Buchen, Dahlien, Gingko biloba, 
Platanen, wildem Wein (Ampelopsis Veitschi), Wirsingkohl (Brassica 
sabanda), ist ebenfalls das Enzym nachgewiesen, das Methylglyoxal- 
hydrat zu Milchsaéure dismutiert. 


Trotz dieses groBen Versuchsmaterials, das die biologische Be- 
deutung des Methylglyoxals und des darauf abgestimmten Ferments 
iiber alle Zweifel erhebt, ist es ein héchst erstrebenswertes Ziel, das 
Methylglyoxal als Zwischenglied der Zuckerspaltung festzulegen, so 
wie dies unsere Methoden zur Abfangung des Acetaldehyds gestatten 


Bei Ausarbeitung dieser Abfangverfahren haben wit unter anderem 
mit besonderer Begriindung die Verwendung von Saurehydraziden 
empfohlen®. Wahrend wir‘ mit einem derselben, dem Carbaminsaure- 
hydrazid (Semicarbazid), Acetaldehyd zu fixieren vermochten, gaben 
S. Kostytschew und S. Soldatenkov', die diesen Vorschlag aufgriffen, 
an, mit demselben Reagens das Methylglyoxal abgefangen zu haben, 
wahrend sie von einer Bindung des Acetaldehyds nichts erwahnen. 
Die Veréffentlichung der genannten russischen Autoren, haben wir 
mit groBer Freude und hohen Erwartungen begriiBt, weil wir hofften, 
allgemein auf diese Weise die intermediire Entstehung von Methy].- 
glyoxal dartun zu kénmnen. Wir sahen uns aber leider in dieser Zu- 
versicht schon bei unseren ersten Bemiihungen enttauscht, die Ab- 
fangung des Methylglyoxals bei der Vergiirung von Zucker durch zwei 
typische, ganz normale deutsche Hefen, eine untergirige und eine 
obergarige Sorte, zu wiederholen. Wir erhielten bei genauester Inne- 
haltung der Vorschriften von Kostyischew und Soldatenkov zwar eine 
Substanz, die ihrer Beschreibung entsprech und bei fliichtiger Be- 
trachtung fiir das Di-semicarbazon des Methylglyoxals gehalten werden 
kénnte. In Wirklichkeit offenbarte sie sich uns jedoch als ein Produkt, 
der Zersetzung des angewendeten Semicarbazids. Sie ist Hydrazo-di- 
carbon-amid. Diese Verbindung hat den Schmelzpunkt 257° und ist 
schwer léslich in Wasser. Aus unserer Kenntnis dieser Kérperklasse 
heraus muBten wir uns wundern, daB das Hydrazo-di-carbon-amid 
nicht unter den von den russischen Autoren innegehaltenen Bedingungen 


1 C. Neuberg und G. Gorr, diese Zeitschr. 171, 475, 1926; 178, 358, 1926; 
4. Binder-Koirba, ebendaselbst 174, 443, 1926; L. Klar, ebendaselbst 186, 
327, 1927. 

2 ¢. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 179, 488, 1926. 

% C. Neuberq und E. Reinfurth, ebendaselbst 106, 286, 1920. 

* C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 188, 211, 1927. 

° S. Kostytschew und S. Soldatenkov, H. 168, 128, 1927. 
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entstehen sollte. Man weib seit langem, daB freies Semicarbazid un- 
bestandig ist. Th. Curtius und K. Heidenreich! hatten gezeigt, daB 
es beim Erhitzen und selbst beim Aufbewahren unter Abtrennung von 
Hydrezin in Hydrazo-di-carbon-amid tibergeht. Aber auch die wésserigg 
Lésung des Semicarbazids unterliegt der gleichen Umwandlung: 


9 NH,.CO.NH.NH, = N,H, + NH,.CO.NH — NH.CO. NA,. 


Diese ist, wie man sieht, der Bildung von Biuret aus Harnstoff 
vollig vergleichbar. 

LiBt man eine mit Soda neutralisierte Lésung von Semi-carbazid- 
chlorhydrat, so wie sie die russischen Autoren vorschreiben, 3 Tage 
bei 25° cder 28° stehen und setzt sie denselben Prozeduren aus, denen 
ihre wirklichen Garansiétze unterworfen werden, d. h. erhitzt man sie 
zum Sieden und erwirmt sie so lange auf dem Wasserbade, wie die 
Filtration eines Hefen-gutes am Heifwasser-trichter dauern wiirde. 
und dampft dann im Vakuum ein, so erhalt man das H ydrazo-di-carbon- 
amid vom Schmelzpunkt 257°. Die Ausbeute ist in rein wisserigen 
Lésungen am gréBten; fiigt man Hefe und Zucker hinzu, so entsteht 
weniger von diesem Kérper. Die Griinde dafiir sind klar. Ein Teil des 
Semicarbazids vereinigt sich mit dem Kohlenhydrat und, wie wir 
feststellten, rund zur Halfte mit dem wirklich unzweifelhaften Garungs- 
produkt Acetaldehyd. (Hierdurch wird unser friiherer mit Semicarbazid 
gemachter Befund bestatigt, und es ergab sich zugleich, daB unter den 
Versuchsbedingungen der russischen Autoren die Ausbeuten an Acet- 
aldehyd sogar steigen.) Das Acetaldehyd-semicarbazon sowie die 
Semicarbazone der in Betracht kommenden 6-Kohlenstoff-zucker sind 
leicht léslich und schmelzen niedriger. Sie kristallisieren mehr oder 
minder aus dem weitgehend eingeengten Gargut aus. Konzentrierte 
man dieses nur so weit, wie Kostytschew und Soldatenkov vorschlagen, 
so fiel auch in unseren Versuchen beim Stehen ellein eine schwer lés- 
liche Substanz aus. Sie ist aber das erwihnte Zersetzungsprodukt des 
Semicarbazids, das Hydrazo-di-carbon-amid?. Kristallisiert man die aus 
dem Girgut erhaltene rohe Verbindung, wie schon von H. Rupe und 
S. Kessler? empfohlen und auch seitens der russischen Forscher 
geschehen ist, aus Ameisensiiture und dann aus Wasser um, so erhalt 
man das Hydrazo-di-carbon-amid rein. DaB dieser Stoff, und nicht 
ein Methylglyoxal-derivat vorliegt, ergibt sich, wenn man die Eigen- 
schaften in iiblicher Weise priizisiert. 


' Th. Curtius und K. Heidenreich, B. 27, 55, 1894; Journ. f. prakt. 
Chem. [2] 52, 466, 1895. 

2 Als erste sind Ch. Moureu und R. Delange (Bull. Soc. Chini. [3] 25, 
302, 1901) beim Versuch der Gewinnung eines Semicarbazons auf die 
Entstehung von Hydrazo-di-carbon-amid aufmerksam geworden. 

* H. Rupe und S. Kessler, B. 42, 4719, 1909. 
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Verhalten von: 


Hy lrazo-di-carbon ane 1 
F. 257°. (Unter 
wahrung der Farblosigkeit.) 
In 100ccem 
lésen sich rund 0,76 g. 
In 100 ccm 
Ameisensaure lésen sich etwa 
14g. 


Lést sich 


volliger Be- 


siedenden Wassers 


siedender 50°, iger 


farblos in 30%%iger 
wisseriger Natron- oder Kali- 
lauge. 

Geht durch Oxydation mit Bi- 
chromat-Schwefelsiure in das 
charakteristische orangefarbene 
Azo-di-carbon-amid itiber. 

Liefert bei Behandlung mit essig- 
saurem p-Nitro-pheny!l-hydrazin 
kein rotes Osazon. 


Meth ylgl yoxal-di-semicarbazon 
F. 257 bis 258°. 
Braunfarbung.) 


In 100 ccm 
lésen sich rund 0,21 g. 


(Unter starker 


siedenden Wassers 

In 100cem siedender 50°,iger 
Ameisensaure lésen sich etwa 
6.3 g. 

Lést sich in 30°, iger wasseriger 
Natron- oder Kalilauge mit tief 
zitronengelber Farbe. 

Scheidet bei der Oxydation keinen 
gefarbten Koérper aus. 


Gibt! durch doppelte Umsetzung 
mit essigsaurem p-Nitro-phenyl- 
hydrazin in praktisch quanti- 
tativer Ausbeute das bekannte 
tiefrote Methylglyoxal-p-nitro- 
phenyl-osazon von Neuberg und 
Kansky?. 


Die Ahnlichkeit der beiden Verbindungen ist somit rein duBerlich§; 
sie besteht in einer gewissen Schwerléslichkeit und im Schmelzpunkt 
Der Mischschmelzpunkt jedoch liegt am selben Thermometer und 
bei gleichzeitiger Erhitzung von Proben der keiden reinen Substanzen 


um 5° niedriger. 


Die analytische Zusammensetzung des Methylglyoxal-deriv ates 


(C,H, NgO,) ist: C = 32,26, 


H = 5,09. N 


H 
Hydrazo-di-carbon-amid (C,H, N,O,) die Zusammensetzung ( 
47,46°, aufweist. 


wahrend 
- 20,34 


5,37, N= 45,16%, 


Wie man sieht, unterscheiden sich die beiden Kérper im Kohlen- 


stoffgehalt um 12°... 


Im Stickstoffgehalt besteht nur eine Differenz 


1 Durch Analyse und Schmelzpunkt (285’, unkorr.) identifiziert. 

2 OC. Neuberg und EF. Kansky, B. 41, 962, 1908. 

’ Wer beide Substanzen aus Beschaftigung mit diesem Gegenstande 
kennt, wird nicht in die Verlegenheit der Verwechslung kommen. Aus 
Wasser kristallisiert das Hydrazo-di-carbon-amid in schnell sich absetzenden, 
ziemlich groben, glitzernden Kristallen, das Methylglyoxal-di-semicarbazon 
fallt langsamer mikrokristallin nieder. 
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von 2°%,. (Die russischen Autoren haben sich lediglich auf die Stick- 
stoffanalyse beschrankt und den fiir das Methylglyoxal-derivat stim- 
menden Wert erhalten.) 

Mit Hilfe der Laugen-reaktion, die wahrscheinlich auf Bildung 
eines gelb gefairbten Enolat-salzes beruht, kann man 1 Teil des Methyl- 
glyoxal-abkémmlings in 10 Teilen Hydrazo-di-carbon-amid nachweisen. 

Die charakteristische Uberfiihrung des wahren Methylglyoxal- 
di-semicarbazons in das rote p-Nitrophenyl-osazon gelingt noch mit 
0,2 mg. 

Die Oxydation von Hydrazo-di-carbon-amid zum orangefarbenen 
Azokérper kann bequem mit 0,01 g ausgefiihrt werden. 

Die Ausbeuten an der schwer léslichen Substanz sind bei uns nur 
1/, bis '/, so groB gewesen wie bei den russischen Autoren. Auf diesen 
Punkt méchten wir kein entscheidendes Gewicht legen; denn freies, 
auch zuvor nach Breuer oder Bouveault und Locquin in reiner Form 
dargestelltes Semicarbazid geht in Hydrazo-di-carbon-amid um so reich- 
licher tiber, je langer man erhitzt bzw. je 6fter man das Filtrat des 
ersten Kristallanfalls wieder eindampft. Die Zersetzung erfolgt gleich- 
falls bei Stehen einer Semicarbazid-lésung in der Kialte, dann natiirlich 
wesentlich langsamer. 


Auszug aus den Protokollen. 


Die Zusammensetzung der Garansitze, die sowoh! bei 25 als 28° und 
mit einwandfreier untergériger (SchultheiB-Patzenhofer) wie obergariger 
Hefe (Sinner) angestellt wurden, entsprach vollkommen den Angaben von 
Kostytschew und Soldatenkov (I. c.). 

Je 1 Liter 10% iger Rohrzuckerlésung wurde mit 30g abgepreBter 
Hefe gut durchgeschiittelt. Nach 24 Stunden wurden zu jedem in Garung 
befindlichen Gemisch je 75 cem einer mit Natriumcarbonet neutralisierten 
Lésung von 15 g Semicarbazid-chlorhydrat in destilliertem Wasser gefiigt ; 
die Dauer aller Versuche betrug 3 Tage. 

Zum Vergleich gaben wir zu 1025 ccm Wasser 75 ccm einer mit Soda 
neutral gemachten Lésung von 15 g Semicarbazid-chlorhydrat in destilliertem 
Wasser und behandelten solche Versuche im iibrigen wie die Hefen-ansatze. 

Die Aufarbeitung jedes Gargutes geschah genau so, wie Kostytschew 
und Soldatenkov sie beschreiben. Die Ausbeute an kristallisiertem Hydrazo- 
di-carbon-amid belief sich — sowohl in den Versuchen bei 25° als bei 28° 
und sowohl bei Benutzung von untergariger als obergaériger Hefe — auf 
0,4 bis 0,6 g aus je einem der oben beschriebenen Garansitze von je 1100 cem 
Gesamtvolumen. Die Eigenschaften der umkristallisierten Substanz 
stimmten mit den zuvor fiir das Hydrazo-di-carbon-amid angegebenen 
iiberein. Der Schmelzpunkt lag bei 257°, der Mischschmelzpunkt mit 
Methylglyoxal-di-semicarbazon bei 252 bis 253°. Der Kérper liste sich 
vollkommen farblos in 30°%iger Lauge und gab mit essigsaurem p-Nitro- 
phenyl-hydrazin kein unlésliches Osazon. Durch Kaliumbichromat- 
Schwefelsiure wurde er zu dem orangefarbenen Azo-di-carbon-amid 
oxydiert. 
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Nach der Vorschrift von J. Thicle' wurde 0,1 ¢ des aus dem Gargut 
isolierten Hydrazo-di-carbon-amids mit 10 cem destilliertem Wasser zum 
Sieden erhitzt (wobei es sich nur teilweise lést) und heiB mit dem Gemisch 
von 0,16 g Kaliumbichromat, 0,6 cem Wasser und 0,15 cem konzentrierter 
Schwefelsiure versetzt. Unter Aufbrausen trat Lésung des Hydroza-di- 
carbon-amids ein. Beim Abkiihlen fiel sofort ein orangefarbenes Pulver 
aus, das sich bei Erhitzen im Schmelzpunktsrohr auf 180 bis 200° weil} 
farbte, genau wie es Thiele® fiir das Azo-di-carbon-amid angegeben hat * 
Wir beschriénken uns auf die Wiedergabe einer Analyse der aus 
den verschiedenen H_ fen-ansétzen abgeschiedenen Hydrazo-di-carbon-amid- 
proben. 
0,1290 g Substanz: 0,0969 ¢ CO, und 0,0604 ¢ H,O 
C,H,N,O,. Ber.: C = 20,34, H = 5,09%; 
gef.: C — 20,49, H 5,20 %. 


Aus den oben erwaéhnten Vergleichs-ansitzen (ohne Hefe und ohne 
Zucker) wurden bei genau gleichartiger Behandlung 0,6 bis 0,9 g Hydrazo- 
di-carbon-amid gewonnen. 

Bei einem Teile der Versuche wurden vor dem Aufkochen der Gar- 
gemische 100 cem entnommen und zentrifugiert. 90 cem klaren Zentrifugats 
wurden mit 2g Phthalséiure-anhydrid 45 Minuten am Intensiv-RiickfluB- 
kiihler gekocht. Dann wurde so lange mit Wasserdampf destilliert, als das 
Destillat die sehr empfindliche Riminische Probe auf Acetaldehyd noch 
gab. Nunmehr wurde die wasserige Lésung auf ein bestimmtes Volumen 
aufgefiillt und der Acetaldehyd in iiblicher Weise quantitati¥ bestimmt. 
Der Ertrag an CH,.CHO belief sich danach aus 90 ccm des Ansatzes 
auf 0,210 bis 0,225 g, also aus den gesamten Ansétzen von je 1100 cem auf 
2,64 bis 2,75 g. Das entspricht einem Verbrauch von rund 7 g Semicarbazid- 
chlorhydrat. Das Acetaldehyd-semicarbazon, das in kaltem Wasser léslich 
ist, kristallisierte bei weiter getriebener Einengung des Gargutes auch in 
erheblichen Mengen aus. Neben der Acetaldehyd-verbindung befand sich 
in dem erhaltenen Kristallgemisch noch Hexose-semicarbazon; denn eine 
verdiinnte, wasserige Lésung dieses Substanzgemenges drehte polarisiertes 
Licht deutlich nach links. 

Ein bei 36° mit Unterhefe angestellter Versuch lieferte bei gleichen 
Mengenverhaltnissen der Ausgangsmaterialien 0,70 g¢ Hydrazo-di-carbon- 
amid und 3,20g Acetaldehyd. 


SehluBlolgerung. 


1. Es ist uns nicht gelungen, mittels Semicarbazid Methylglyoxal 
bei der alkoholischen Giarung abzufangen. 

2. Die isolierte schwerléstiche Substanz erwies sich als Hydrazo- 
di-carbon-amid, ein Produkt freiwilliger Zersetzung des Semicarbazids 


1 J. Thiele, A. 271, 129, 1892. 

2 Deraclbe, A. 270, 43. 1892. 

* Der Versuch kann noch mit zehnmal weniger Substanz durchgefiihrt 
werden. 








Berichtigung 


zur Mitteilung von Schau-Kuang Liu, diese Zeitschr. 185, 242, 1927 


Auf Seite 251: Anstatt [HP und [0”] in Gleichungen (4), (6) 
und (7) ist einzusetzen [H? und [0]. Durch Oxydation eines Molekiils 
(,H,(OH), wird auch ein Molekiil (Hg) produziert. 


Auf Seite 263: In der dritten Zeile von unten sind die Worte ,,wie 
der Sauerstoff*‘ zu streichen 


Berichtigung 
zu der Mitteilung von A. Léw und R. Pfeiler, diese Zeitschr. 187, 114, 
1927. 


Auf Seite 115 die Uberschrift zu Tabelle 1 muB heiBen: Petrol- 
atherfraktion in Prozenten. 


Auf Seite 116 die Uberschrift zu Tabelle I] muB heiBen: Alkohol- 
fraktion in Prozenten. 
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